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RESUME 
L’Atrophie!Optique!Dominante! de! type! 1! (ADOA=1)! est! une! rétinopathie! héréditaire! qui! se!
traduit!par!une!dégénérescence!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!suivie!d’une!atrophie!du!nerf!
optique.! L’ADOA=1! est! caractérisée! par! une! diminution! de! l'acuité! visuelle,! pouvant! entraîner! la!
cécité! et! reste! à! l’heure! actuelle! sans! recours! thérapeutique.! Une! forme! syndromique! nommée!
«!ADOA=1!plus!»!touche!environ!20%!des!patients!et!se!traduit!par!des!atteintes!extra=oculaires!de!
type! ataxie! ou! surdité.! Des! mutations! du! gène! codant! la! protéine! mitochondriale! OPA1! ont! été!
décrites!comme!responsables!de!l’ADOA=1!et!aboutissent!dans!la!majorité!des!cas!à!un!phénomène!
d’haploinsuffisance.!De!nombreuses!études!ont!montré!que!la!dynamine!OPA1!est!impliquée!dans!la!
fusion! des!membranes! internes!mitochondriales! et! possède! un! rôle! anti=apoptotique.! Des! travaux!
menés! sur! des! modèles! cellulaires! ou! invertébrés! de! l’ADOA=1! suggèrent! une! implication! de! la!
dynamine! dans! le! métabolisme! oxydatif! mitochondrial! mais! ces! données! restent! toutefois!
controversées! et! les! mécanismes! moléculaires! sous=jacents! inconnus.! C’est! pourquoi! nous! avons!
analysé! l’homéostasie! redox!de! la! cellule!en!étudiant! l’état!du!métabolisme!oxydatif! et! la!mise!en!
place! des! défenses! antioxydantes.! Parallèlement,! nous! avons! identifié! l’environnement! protéique!
d’OPA1,!par!une!approche!de!protéomique,!afin!de!préciser!les!mécanismes!moléculaires!impliqués!
notamment!dans!les!fonctions!identifiées!de!la!dynamine.!
Des! cellules! humaines! (HeLa)! et! des! neurones! corticaux! (rat)! en! culture! primaire! ont! été!
traités! par! une! stratégie! d’interférence!ARN!pour! diminuer! l’expression! d’OPA1! et! ainsi!mimer! un!
phénomène! d’haploinsuffisance.! Dans! ces! deux! modèles,! la! quantité! et! l’activité! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale!sont!diminuées!ainsi!que! l’activité!de! l’aconitase,! (une!enzyme!sensible!
aux!taux!d’Espèces!Actives!de!l’Oxygène!(EAOs)!intra=mitochondriaux)!suggérant!que!le!métabolisme!
oxydatif! des! cellules! est! perturbé.! La! réponse! antioxydante! a! été!mesurée!par! l’analyse!d’une!des!

















partenaires! (dans! 3! réplicats! biologiques),! dont! une! enzyme! du! métabolisme! oxydatif,! appuyant!
l’implication!d’OPA1!dans!la!régulation!de!l’état!redox.!
Ces!résultats!ouvrent!donc!de!nouvelles!pistes!pour!la!compréhension!de!la!pathogenèse!de!
l’ADOA=1! et! permettraient! de! proposer! des! perspectives! thérapeutiques! à! court! terme,! comme!














major! pathogenic! mechanism! of! DOA.! OPA1! is! a! dynamin! anchored! to! the! inner! mitochondrial!
membrane!and! involved! in!mitochondrial!dynamics,!and!also!has!an!anti=apoptotic! function.!Some!
reports!using!cellular!or!invertebrate!models!of!DOA!suggest!a!role!of!OPA1!in!oxidative!metabolism,!
but!they!still!remain!controversial!and!the!precise!mechanistic! involved!in!DOA!pathogenesis! is!still!
unknown.! To! characterize! the! molecular! and! cellular! consequences! of! OPA1! loss! of! function!





activity! of! the! mitochondrial! respiratory! chain! proteins! is! decreased,! as! well! as! the! activity! of!
aconitase,!which! is! sensitive! to! intra=mitochondrial! Reactive!Oxygen! Species! (ROS),! indicating! that!
the! cellular! oxidative!metabolism! is! disturbed.! To! evaluate! the! cellular! antioxidant! responses,! we!
focused!on! the!major!detoxification!pathway!centered!on! the!NRF2! transcription! factor,!which!we!
found!active!in!both!OPA1!down=regulated!cellular!models.!Furthermore,!some!NRF2!target!proteins!
quantity!and/or!activity!are!increased,!such!as!superoxide!dismutase!1!and!2!(SOD1,!2),!catalase!and!
GSTP1.!Thus,!down=regulation!of!OPA1! induced!a!deregulation!of! redox!homeostasis:! cells!are! in!a!
pro=oxidative! state.! Moreover,! upon! application! of! an! acute! exogenous! oxidative! stress,! OPA1=
depleted!neurons!do!not!show!any!increase!of!their!antioxidant!defenses!and!die!earlier!than!control!




aconitase! activity! drastic! decrease.! Thus,! like! the! cellular!models,!OPA1+/=!mice! appear! to! be! in! a!
disturbed!redox!state.!
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Since! the! redox! homeostasis! deregulations! observed! in! cellular! and! animal! models! could!
explain!DOA!pathogenesis,!we! determined! if! these! disturbances!were! found! in! patients’! cells.!We!
evaluated!antioxidant!enzymes!quantities!in!skin!fibroblasts!of!DOA!patients!and!found!cases!of!very!
low! defenses,! for! instance! of! superoxide! dismutase,! a! key! ROS! detoxifying! enzyme.! Thus,! these!
patients!may!be!more!sensitive!to!exogenous!stress!such!as!UV!or!hypoxia,!which!can!be!aggravating!
factors!of!the!disease!and!could!lead!to!accelerated!RGC!loss.!
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INTRODUCTION 
I. Les mitochondries, fonctions et dysfonctions 
I. 1. Origine et historique 
L’origine! des! mitochondries! pourrait! être! expliquée! par! la! théorie! endosymbiotique!
proposée! par! Lynn! Margulis! en! 1966.! En! effet,! les! mitochondries! seraient! le! résultat! de!
l’endosymbiose! entre! deux! bactéries,! archéobactérie! anaérobie! (hôte)! d'une! part! et! protobactérie!
aérobie! (symbionte)! d'autre! part,! responsable! de! la! formation! d’un! eucaryote! primitif.! Les!
eucaryotes! évolués! auraient!pris! naissance!par! la! suite!d’associations! symbiotiques! avec!différents!
procaryotes.! Cette! hypothèse! endosymbiotique! a! été! suggérée! grâce! à! la! découverte! d’analogies!
génétiques! et! biochimiques! entre! les! bactéries! et! les! mitochondries,! notamment! par! l’étude! du!
génome!mitochondrial,! en! 1980,! et! la! caractérisation! de! la! composition! lipidique! des!membranes,!
riches!en!cardiolipides!(Lang!et!al.!1999).!
Le!médecin! suisse!Kölliker! fut! le!premier!à! visualiser!et!décrire! les!mitochondries!dans!des!
cellules! musculaires,! en! 1858.! Elles! furent! par! la! suite! appelées! «!mitochondries!»! du! grec!mitos&
(filament)! et! chondros& (grain),! en! référence! à! leur! morphologie.! En! 1890,! une! technique! de!
coloration! fut! mise! au! point! par! le! cytologiste! Altmann! démontrant! ainsi! la! présence! de!
mitochondries!dans!quasiment!toutes!les!cellules,!exceptés!les!érythrocytes.!Ce!n’est!qu’en!1940!que!
la!purification!de!mitochondries!fut!réalisée!pour!la!première!fois.!Le!biochimiste!Claude!mit!au!point!
un! fractionnement! cellulaire! à! partir! d’hépatocytes,! par! une! technique! de! centrifugation!
différentielle.! Hogeboom! et! Schneider! ont! par! la! suite! amélioré! cette! technique! en! utilisant! une!
solution!de!saccharose! isotonique!ayant! la!propriété!de!préserver! l’intégrité!et! la!morphologie!des!
mitochondries.! Dès! lors,! la! structure! des! mitochondries! a! pu! être! observée! au! microscope!
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I. 2. Structure et composition  
I. 2. 1. Structure 
Les! premières! analyses! en! microscopie! électronique,! obtenues! dans! les! années! 1950,! ont!
permis!d’établir! le!modèle!de!Palade!qui!décrit! les!mitochondries! comme!des!organites!possédant!
une! membrane! externe,! qui! sépare! l’organite! du! cytosol,! et! une! membrane! interne! délimitant!
l’espace! inter=membranaire!et! la!matrice!(Palade!1953)!(Figure!1).!La!membrane! interne!forme!des!
replis! dans! la! matrice,! appelés! crêtes! mitochondriales.! La! tomographie! électronique! a! permis!
d’affiner!ce!modèle!en!montrant!que!les!crêtes!mitochondriales!se!rattachent!à!la!membrane!interne!
par! des! structures! tubulaires! étroites! appelées! jonctions! de! crêtes! d’un! diamètre! de! 10! à! 50! nM!




I. 2. 2. L’ADN mitochondrial 






subi! au! cours! de! l’évolution! des! modifications! conduisant! à! une! perte! et/ou! au! transfert! d’une!
grande!partie!de!l’information!vers!le!noyau!(Gabaldón!and!Huynen!2004).!L’ADNmt!humain,!de!17kb,!
encode! environ! 1! %! des! protéines! mitochondriales! totales,13! protéines,! ainsi! que! 2! ARN!
ribosomiques! et! 22! ARN! de! transfert! (Figure! 2).! Les! 13! protéines! sont! des! composants! des! cinq!
complexes!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale!:!ND1!à!6!et!NDL4!(complexe!I),!le!cytochrome!b!
(complexe!III),!les!cytochromes!oxydases!1!à!3!(complexe!IV)!et!les!sous=unités!ATP6!et!8!(complexe!
V).! Les! autres! protéines! mitochondriales! sont! codées! par! l’ADN! nucléaire! et! possèdent! un! signal!
d’adressage! à! la! mitochondrie! pour! être! prises! en! charge! par! le! système! d’import! de! l’organite!
(Schmidt!et!al.!2010).!
!  
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I. 2. 3. L’import des protéines mitochondriales 
! Seulement!1%!des!protéines!mitochondriales!sont!codées!par!le!génome!mitochondrial.!Ainsi,!
la!majeure!partie!des!protéines!est!synthétisée!sous!la!forme!de!précurseur!dans!le!cytosol!pour!être!
prise! en! charge! par! des! chaperonnes! de! la! famille! des! protéines! de! choc! thermique! (HSP70,!Heat!
Shock!Protein!70).!Ces! interactions!permettent!alors! le!maintien!du!précurseur!protéique!dans!une!
conformation! compatible! avec! son! import! dans! la! mitochondrie.! La! nature! des! précurseurs!
protéiques!diffère!selon! leur!destination!finale!(membrane!externe!(ME),!espace! intermembranaire!
(EIM),! membrane! interne! (MI)! et! matrice).! Ils! contiennent! une! séquence! d’adressage! à! la!
mitochondrie! (MTS!:!Mitochondrial!Targeting!Sequence)! localisée!pour! les!deux! tiers!des!protéines!
en! N=terminal! et! suivie! d’un! site! de! clivage! (protéine! matricielles! et! quelques! protéines! de! la!
membrane!interne).!Ce!signal!peut!également!être!intégré!au!milieu!du!polypeptide!et!conservé!dans!
la!protéine!mature!(protéines!membranaires)!(Bolender!et!al.!2008).!
La! membrane! externe! constitue! une! barrière! semi=perméable! aux! ions! et! aux! petites!
molécules,!la!perméabilité!étant!assurée!en!grande!partie!par!la!présence!d’une!protéine!formant!un!
canal! transmembranaire! :! VDAC! (voltage=dependent! anion! channel).! Cette! protéine! permet! le!
passage! des! molécules! d’une! taille! inférieure! à! 10! kDa! (anions,! cations,! acides! gras,! pyruvate! et!
nucléotides).! Les! molécules! supérieures! à! 10! kDa! sont! prises! en! charge! par! les! complexes!
d’importation!TOM/TIM!(Translocase!of!the!Outer!Membrane/Translocase!of!the!Inner!Membrane)!
localisés!au!niveau!d’une!zone!d’accolement!entre! les!membranes!externe!et! interne! (Dudek!et!al.!
2013)! (Figure! 3).! Les! protéines! possédant! un! signal! d’adressage! à! la! mitochondrie! (MTS)! sont!
reconnues! par! le! complexe! TOM! et! franchissent! ainsi! la! membrane! externe.! Ce! complexe! se!
compose! de! sous=unités! permettant! l’ancrage! de! précurseurs! protéiques! (TOM20,! TOM22! et!
TOM70)! et! de! sous=unités! formant! le! canal! nécessaire! à! la! translocation! (TOM5,! TOM6,! TOM7! et!
TOM40)!(Neupert!1997;!Neupert!and!Herrmann!2007).!Les!protéines!de!la!membrane!externe!ayant!
un!domaine!transmembranaire!y!sont!insérées!directement.!Les!protéines!en!feuillet!β!comme!VDAC!












La! plupart! des! protéines! mitochondriales! sont! synthétisées! par! les! ribosomes! cytosoliques! et!
importées! jusqu’au! complexe! TOM! (Translocase! of! the! Outer! mitochondrial! Membrane)! (1).!
Après! leur! passage! par! le! canal! TOM! (2),! les! protéines! peuvent! emprunter! différentes!
machineries! (3=7).!Celles! qui!présentent!une!pré=séquence!destinée! à! la!matrice! sont! prises! en!
charge! par! le! complexe! TIM23! (Translocase! of! the! Inner! mitochondrial! Membrane)! et! PAM!
(Presequence! translocase=Associated!Motor)! puis! la! pré=séquence! est! alors! clivée! par! les!MPP!
(Mitochondrial!Processing!Peptidase)!(3).!Les!protéines!intégrées!dans!la!membrane!interne!sont!
insérées!dans! la!bicouche!lipidique!à!partir!du!complexe!TIM23!(4).!Les!protéines!solubles!dans!
l’espace! intermembranaire! sont! prises! en! charge! par! TIM23! puis! MIA! (Mitochondrial!
Intermembrane! space! Assembly)! (5).! TIM9! et! TIM10! sont! des! complexes! qui! permettent! le!
transport! des! protéines! hydrophobes! vers! le! complexe! SAM! (Sorting! and!Assembly!Machinery)!
pour! les! protéines! à! feuillet! β! destinées! à! la!membrane! externe! (6)! ou!par! le! complexe! TIM22!
pour!les!protéines!de!la!membrane!interne!(7).!Certaines!protéines!qui!contiennent!des!hélices!α!
peuvent!être!intégrées!à!la!membrane!externe!par!d’autres!voies!que!le!complexe!TOM,!comme!
Mim1! (Mitochondrial! Import! 1)! (8).! Enfin,! les! protéines! synthétisées! à! partir! des! ribosomes!
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nécessite!un!potentiel!de!membrane!mitochondrial! (de! =150!à! =180mV)!et!de! l’énergie! sous! forme!
d’ATP!(Dudek!et!al.!2013)!(Figure!3).!Ce!complexe!est!composé!de!TIM50!qui!reconnaît!les!séquences!
de! signal! d’import! des! protéines! de! l’IMS,! de! TIM23!qui! forme! le! canal! et! de! TIM21!qui! couple! la!
machinerie! d’import! à! la! chaîne! respiratoire! (Van! der! Laan! et! al.! 2006).! Ces! trois! sous=unités!
interagissent!avec! le!complexe!TOM!pour! faciliter! le!passage!des!protéines!de! la!ME!vers! la!MI.!La!
présence!d’un!domaine!hydrophobe!dans!la!séquence!d’une!protéine!constitue!un!signal!d’arrêt!de!
transfert!:! la! séquence!est! clivée!et! la!protéine!diffuse! latéralement!dans! la!MI.!Pour! les!protéines!
intégrales!de! la!MI,! le!précurseur!est!pris!en! charge!par!TIM9=10!qui! le! transfère!vers!TIM22!pour!
l’insérer! dans! la!MI! (Chacinska! et! al.! 2009).! Les! protéines! adressées! à! la!matrice! transitent! par! le!
complexe! PAM! (Presequence! Associated! translocase! Motor)! constitué! de! l’ATPase! Hsp70!
mitochondriale!(Hsp70mt)!et!de!TIM44!qui!reconnaît!le!peptide!signal!d’import.!!
Certaines!molécules!ne!nécessitent!pas! l’import!par! le!complexe!TOM/TIM!mais!sont!prises!
en! charge! par! des! transporteurs! tels! que! le! transporteur! des! nucléotides! adényliques! (ANT)! qui!
réalise! l’échange! ATP/ADP! entre! le! cytosol! et! la! matrice! mitochondriale,! le! transporteur! du!
phosphate! inorganique,! le! transporteur!du!pyruvate,! la!navette! glycérol! 3=phosphate!et! la!navette!
malate/aspartate.!Ces! substrats,! une! fois!disponibles! au!niveau!de! la!matrice!mitochondriale,! sont!
utilisés!pour!les!voies!métaboliques!telles!que!le!cycle!de!Krebs!et!la!β=oxydation!des!acides!gras.!
!
I. 3. Les fonctions des mitochondries 
La!mitochondrie!occupe!une!place!centrale!dans!la!balance!vie!(survie)!ou!mort!des!cellules.!
Elle!est!au!cœur!du!métabolisme!énergétique!car!elle!produit!l’essentiel!de!l’ATP!intracellulaire!grâce!
à! la! phosphorylation! oxydative! (OXPHOS)! (Figure! 4).! De! plus,! elle! représente! un! carrefour!
métabolique!entre!la!glycolyse,!la!β=oxydation!des!acides!gras!et!la!synthèse!des!acides!aminés.!Elle!
participe! également! à! des! processus! cellulaires! clefs! comme! l’homéostasie! calcique,! la! production!
d’Espèces!Actives! de! l’Oxygène! (EAO),! l’apoptose,! la! synthèse! de! l’hème! et! le! cycle! de! l’urée.!Des!
atteintes!du!fonctionnement!mitochondrial,!par!des!mutations!de!l’ADNmt!ou!des!perturbations!de!
l’activité! énergétique! de! l’organite,! peuvent! être! responsables! de! nombreuses! pathologies,!
principalement!neurodégénératives.!!
!  



































FADH2.! Ces! deux! molécules! sont! oxydées! par! les! complexes! I! et! II! de! la! chaîne! respiratoire!
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I. 3. 1. Rôle énergétique de la mitochondrie 
I. 3. 1. 1. Le cycle de Krebs 
Le! cycle! de! Krebs! (CK),! ou! cycle! de! l’acide! citrique,! est! un! processus! central! dans! le!
métabolisme!du!glucose,!des! lipides!et!des!acides!aminés! (Krebs!1937,!Nunes=Nesi!et!al.!2013).! La!
glycolyse!aboutit!à!la!formation!de!pyruvate,!qui!est!ensuite!acheminé!dans!la!mitochondrie!par!une!
translocase,! puis! décarboxylé! en! acétyl=CoA! par! la! pyruvate! déshydrogénase.! Les! acides! gras!
transitent! par! le! biais! de! transporteurs! (carnitine! palmityl=transfecrase)! jusqu’à! la! matrice!
mitochondriale!et!sont!ensuite!dégradés!en!acétyl=CoA!et!acyl=CoA!lors!de!la!β=oxydation!(Figure!4).!
L’acétyl=CoA! est! ensuite! oxydé! par! une! succession! de! réactions! enzymatiques! du! CK! (Figure! 5).!
L’ensemble!de!ces!réactions!aboutit!à!la!production!de!deux!molécules!de!CO2,!une!molécule!de!GTP,!
et! de! dérivés! réduits!essentiels! au! fonctionnement! de! la! chaîne! respiratoire! mitochondriale! :! 3!
molécules! de! NADH,! H+! (Nicotinamide! Adenine! Dinucleotide)! et! une! molécule! de! FADH2! (Flavin!
Adenine!Dinucleotide).!
I. 3. 1. 2. La phosphorylation oxydative 
Les! réactions! qui! se! déroulent! au! niveau! du! cycle! de! Krebs! permettent! de! fournir! les!
intermédiaires! énergétiques! à! la! chaîne! respiratoire! et! à! l’ATP! synthase! qui,! par! une! série! de!
phosphorylations!oxydatives,!vont!assurer!la!respiration!cellulaire!et!la!production!d’ATP.!L’ensemble!
des!complexes!mitochondriaux!(de!I!à!V)!est!composé!de!plus!de!quatre=vingt!protéines!différentes,!
treize! d’entre! elles! étant! codées! par! l’ADNmt! et! les! autres! par! le! génome! nucléaire.! La! chaîne!
respiratoire! (complexe! I!à! IV)!et! les! transporteurs!mobiles! (coenzyme!Q!et! cytochrome!c)!assurent!
une! série! d’oxydo=réductions! qui! transfèrent! les! électrons! du!NADH,! H+! (complexe! I)! et! du! FADH2!
(complexe!II)!jusqu’au!complexe!IV!où!l’accepteur!final!d’électrons,!l’oxygène!moléculaire,!est!réduit!
en!eau! (Chaban!et!al.!2014)! (Figure!6).!Chaque!complexe!dans! la!chaîne!a!une!plus!grande!affinité!
pour! les! électrons! que! son! prédécesseur,! et! les! électrons! passent! donc! d’un! complexe! à! l’autre!
jusqu’à! être! finalement! transférés! à! l’oxygène,! qui! a! l’affinité! la! plus! grande! pour! les! électrons.!
Parallèlement! aux! oxydoréductions,! un! transfert! de! protons! de! la! matrice! mitochondriale! à! l’IMS!
s’établit!au!niveau!des!complexes! I,! III!et! IV,! ce!qui!génère!une!différence!de!potentiel!de! =150!à! =





















































NADH,!H+! (en!vert),! d’une!molécule!de! FADH2!(en!orange),! de!2!molécules! de!CO2! et! enfin! une!
molécule! de! GTP! (en! violet).! Les! équivalents! réduits! produits,! le! NADH,! H+! et! le! FADH2,!
constituent!les!substrats!respectifs!des!complexes!I!et!II!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!
!
                                                                                                                                              Introduction 
! 26!
• Le complexe I : NADH ubiquinone oxidoreductase 
Le!complexe!I!est!le!plus!gros!des!cinq!complexes!respiratoires!chez!les!mammifères!avec!45!
sous=unités!dont!sept!codées!par! le!génome!mitochondrial! (ND1=ND6!et!ND4L).!Ce!complexe!est! le!
principal!point!d’entrée!des!électrons!dans! la!chaîne!respiratoire.!Sa!forme!réduite!FMNH2!(flavine!
mononucléotide)!permet!le!transfert!des!électrons!du!NADH,!H+!aux!centres!Fe=S!qui!cèdent!ensuite!





structure! engendre! trois! modules! fonctionnels! :! le! module! déshydrogénase! responsable! de!
l’oxydation! du!NADH,!H+! en!NAD+,! le!module! hydrogénase,! responsable! du! transfert! d’électrons! à!
l’ubiquinone! et! le! module! de! translocation! des! protons! constituant! la! majeure! partie! du! bras!
membranaire! (Fernández=Vizarra! et! al.! 2009).! La! réduction! de! l’ubiquinone,! due! au! transfert! des!
électrons,! induit! un! changement! de! conformation! du! complexe! I,! ce! qui! permet! le! transport! des!
protons!de! la!matrice!à! l’espace! intermembranaire! (Baradaran!et!al.!2013;!Sazanov!et!al.!2013).!Le!
complexe! I! est! aussi! un! site! majeur! de! production! d’anion! superoxyde! (O2.=)! :! les! électrons! qui!
s’échappent!interagissent!directement!avec!et!le!dioxygène.!!
• Le complexe II : Succinate coenzyme Q réductase ou succinate déshydrogénase 
Le! complexe! II! est! constitué! de! quatre! sous=unités! (A! à! D)! chez! les! mammifères,! toutes!
codées! par! le! génome! nucléaire.! Il! est! constitué! d’un! domaine! hydrophobe! (sous=unités! C! et! D)!
enchâssé!dans!la!membrane!interne!mitochondriale!et!d’un!domaine!hydrophile!(sous=unités!A!et!B)!
dépassant! dans! la! matrice.! Il! constitue! le! second! point! d’entrée! des! électrons! dans! la! chaîne!
respiratoire.! En! effet,! il! permet! le! transfert! des! électrons! du! succinate! à! l’ubiquinone,! par!
l’intermédiaire! d’un! centre! Fe=S,! connectant! ainsi! directement! le! cycle! de! Krebs! à! la! chaîne!
respiratoire.! Ce! transfert! d’électrons! n’est! pas! couplé! à! la! translocation! de! protons.! La! part! du!
complexe!II!dans!la!production!d’anion!superoxyde!est!négligeable!en!comparaison!des!complexes!I!
et! III.! Toutefois,!une!augmentation!de! la!quantité!de! succinate!et!du!potentiel!de!membrane!dans!
des!mitochondries! isolées! induit!un!flux!reverse!d’électrons!du!complexe! II!au! I,!ce!qui!entraîne!un!
accroissement!de!la!production!d’anion!superoxyde!(Selivanov!et!al.!2011;!Votyakova!and!Reynolds!
2001).! De! plus,! le! groupe! flavine! de! la! sous=unité! SDHA! du! complexe! II! conduit! également! à! la!
production!d’anion!superoxyde!(Guzy!et!al.!2008;!Yankovskaya!et!al.!2003).!
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La! chaîne! respiratoire! est! composée! de! 4! complexes! protéiques! notés! de! I! à! IV.! La!
phosphorylation!oxydative!est!le!couplage!entre! la!respiration!(complexe!I!à!IV)!et! la!production!
d’ATP! au! niveau! du! complexe! V.! Le! cycle! de! Krebs! fournit! des! équivalents! réduits! donneurs!
d’électrons!à!la!chaîne!respiratoire,!le!NADH,!H+!et!le!FADH2,!respectivement!au!complexe!I!et!II.!
Les! électrons! transitent! le! long! de! la! chaîne! respiratoire! par! l’intermédiaire! des! transporteurs!
mobiles,!le!coenzyme!Q!(ubiquinone,!Q)!et!le!cytochrome!c!(C),!pour!permettre!la!respiration!au!
niveau! du! complexe! IV! :! l’oxygène! est! réduit! en! eau.! Le! gradient! de! protons,! généré! par! les!
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translocation!de!2!protons! vers! l’espace! intermembranaire.!Ce! complexe!est!également!un! site!de!
production!de!l’anion!superoxyde.!!
• Le complexe IV : Cytochrome c oxydase 
Chez! les! mammifères,! le! complexe! IV,! ou! COX,! est! composé! de! treize! sous=unités! et!
représente! le! dernier! complexe! de! la! chaîne! respiratoire.! Les! trois! sous=unités! protéiques! les! plus!
grosses! sont! codées!par! l’ADNmt.!Deux!de! ces! sous=unités! (COX! I! et! COX! II),! constituent! le! centre!
catalytique!de!l’enzyme!impliqué!dans!le!transfert!d’électrons!et!la!troisième!jouerait!un!rôle!dans!le!
pompage!des!protons.!Les!dix!sous=unités!restantes!sont!codées!par! l’ADN!nucléaire!;! leur!fonction!
est! actuellement! mal! connue! mais! elles! pourraient! avoir! un! rôle! dans! la! régulation! de! l’activité!
catalytique! ainsi! que! dans! l’assemblage! et! la! stabilisation! du! complexe! (Fernández=Vizarra! et! al.!
2009;!Stiburek!et!al.!2006).!Le!complexe!IV!permet!d’oxyder!le!cytochrome!c!réduit!:!le!cytochrome!
va! se! déplacer! sur! la! membrane! interne! pour! transporter! les! électrons! aux! centres! fer/cuivre! du!
complexe.! La! molécule! d’oxygène,! l’accepteur! final! d’électrons,! est! alors! réduite! en! 2! molécules!
d’eau.! Le! complexe! IV! contribue!également! au! gradient!de!protons!en! transloquant! des!protons! à!
travers!la!membrane!interne!mitochondriale.!!
• Le complexe V : ATP synthase 
L’ATP! synthase! est! une! enzyme! fonctionnellement! réversible! :! i)! elle! synthétise! de! l’ATP! à!
partir! d’ADP! et! de! phosphate! inorganique! (Pi)! en! utilisant! la! force! protomotrice! à! travers! la!
membrane!interne!ou!bien!ii)!en!absence!de!gradient!transmembranaire!de!protons,!elle!hydrolyse!
l’ATP!en!pompant!les!protons!hors!de!la!matrice.!L’organisation!de!l’ATP!synthase!est!conservée!de!la!


































































































organisées! en! anneaux! constitués! de! 8! copies,! comme! il! a! été!montré! dans! des!mitochondries! de!
bœuf! (Watt!et!al.! 2010).! Les!autres! sous=unités! sont!présentes!en!une! seule! copie.! Les!deux! sous=
unités!a!et!A6L!du!domaine!F0!sont!codées!par! l’ADN!mitochondrial,! respectivement!par! les!gènes!
ATP6!et!ATP8!(Anderson!et!al.!1981).!L'ATP!synthase!peut!être!divisée!en!deux!parties!distinctes!:!une!
partie!mobile!nommé!«!rotor!»!(sous=unités!c,&γ,&δ&et&ε)!et!une!partie!fixe,!le!«!stator!»!(sous=unités!
α3β3,& a,& b,& d,& F6& et& OSCP)! (Devenish! et! al.! 2008;! Grover! et! al.! 2008).! Le! passage! des! protons! à!
l'interface!entre!rotor!et!stator!dans!le!domaine!membranaire!F0!cause!la!rotation!de!la!tige!(γ)!qui!
déforme! les! sous=unités! α! et! β! du! domaine! extra=membranaire! F1! et! fournit! à! celles=ci! l'énergie!
nécessaire!à!la!synthèse!d'ATP.!!










plus! abondants! dans! les! plantes! où! 90=100! %! du! complexe! IV! est! sous! forme! monomérique.! Ils!
résultent! d’une! association! latérale! entre! un! dimère! du! complexe! III! et! la! partie!membranaire! du!
complexe! I.! Ils! sont! les! premiers! à! avoir! été! caractérisés! sur! le! plan! structural! chez! la! plante!
Arabidopsis& Thaliana! (Dudkina! et! al.! 2005).! Ils! ont! également! été! décrits! dans! le! cœur! de! bœuf!
(Schägger! and! Pfeiffer! 2001;!Winge! 2012).! Les! supercomplexes! III2! +! IV1;2!ont! principalement! été!
identifiés!chez!les!champignons!(Heinemeyer!et!al.!2007;!Schägger!and!Pfeiffer!2000).!En!effet,!chez!
la!levure!S.&Cerevisiae,!qui!ne!possède!pas!de!complexe!I,!des!supercomplexes!ont!été!identifiés!:!un!
complexe! III! dimérique! associé! à! une! ou! deux! copies! du! complexe! IV! (III2! +! IV! et/ou! III2! +! IV2)!
(Boumans! et! al.! 1998;! Bruel! et! al.! 1996).! Les! supercomplexes! I! +! III2! +! IV1;4! sont! abondamment!
présents!chez!les!mammifères.!Ils!sont!structurés!de!la!même!façon!que!le!I!+!III2!avec!le!complexe!IV!
qui! est! associé! à! la! partie! membranaire! du! complexe! I! et! III! (Schägger! and! Pfeiffer! 2000).! Cette!
association!de!complexes!a!notamment!été!rapportée!par!des!études!réalisées!chez!le!bœuf!(Schäfer!
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et!al.!2006).!Ce!dernier!supercomplexe!est!appelé!«!respirasome!»!car! il!permet!un!transit!complet!
des! électrons! du! complexe! I! au! IV,! associés! aux! quinones! et! au! cytochrome! c,! pour! permettre! la!
réduction!de!l’oxygène!en!eau.!!
Le!quatrième!groupe!représente!l’ATP!synthase!F1F0!organisée!en!dimère! (V2),!capable!de!
s’associer! pour! former! des! oligomères! (Chaban! et! al.! 2014;! Habersetzer! et! al.! 2013).! L’interaction!
entre! les!monomères!d’ATP!synthase!se!fait!au!niveau!des!domaines!membranaires!F0!notamment!
par! la! sous=unité!a! (Wittig! and!Schägger!2008).!De!plus,! certaines! sous=unités!du! stator! (e,&g,& b&et&
A6L)!interviennent!dans!la!stabilisation!de!l’homocomplexe!(Bisetto!et!al.!2008;!Wittig!and!Schägger!
2008).!Une!autre!protéine!intervient!dans!la!stabilisation!des!dimères!ou!oligomères!du!complexe!V,!
l’inhibiteur! IF1.! Il! se! lie! à! l’ATP! synthase! par! le! domaine! F1! chez! les! mammifères! et! inhibe! la!
production!d’ATP!en!fonction!du!pH!(Van!Heeke!et!al.!1993;!Muster!et!al.!2010;!Pullman!and!Monroy!
1963).! L’ATP! synthase! forme! également! un! supercomplexe! avec! l’ANT! et! le! transporteur! de!
phosphate!(Ardehali!et!al.!2004;!Papa!et!al.!2006).!























(Moreno=Lastres! et! al.! 2012;!Ugalde! et! al.! 2004).! A! l’inverse,! la! perte! du! complexe! I! n’affecte! pas!
l’assemblage!et!la!stabilité!du!complexe!IV!(Acín=Pérez!et!al.!2004;!Li!et!al.!2007).!
L’association!des!complexes!V!en!dimères!et!oligomères!permet!de!générer!des!invaginations!






• Le contrôle de la respiration mitochondriale 
A! l’échelle! de! la! cellule,! l’activité! d’OXPHOS! peut! être! contrôlée! par! de! nombreux!
mécanismes.! Les! quantités! de! protéines! formant! les! complexes! peuvent! être! régulées! de!manière!
transcriptionnelle! par! des! facteurs! de! transcription! impliqués! dans! la! biogenèse! mitochondriale!
(confer!partie!Biogenèse!mitochondriale).!!
Des! modifications! post;traductionnelles! sont! également! impliquées! dans! l’activation! ou!
l’inhibition! des! complexes! respiratoires.! Par! exemple,! des! processus! de! phosphorylation! et! de!
déphosphorylation!des! cinq! complexes! (Carlucci! et! al.! 2008;! Hebert=Chatelain! 2013;! Helling! et! al.!
2012;! Kane! and!Van!Eyk! 2009;! Koopman!et! al.! 2010;! Pagliarini! and!Dixon!2006;! Sergio! Papa!et! al.!
2012;! Yadava! et! al.! 2008),! d’acétylation! des! complexes! I,! II! et! V! (Guan! and! Xiong! 2011),! de!
glycosylation! des! complexes! I,! II! et! V! (Burnham=Marusich! and! Berninsone! 2012),! du! clivage! des!
complexes!I,!II!et!V!par!des!caspases!(Martinvalet!et!al.!2008;!Ricci!et!al.!2004)!et!des!oxydations!des!
cinq! complexes! par! les! EAO! ou! l’oxyde! nitrique! (Chinta! and! Andersen! 2011;! Choksi! et! al.! 2004;!
Danielson!et!al.!2011;!Galkin!and!Moncada!2007;!Hurd!et!al.!2008;!Murray!et!al.!2003;!Taylor!and!
Moncada!2010)!ont!été!décrits.!
! Le!découplage!de! la! phosphorylation!oxydative! (OXPHOS)!permet!de! réguler! l’activité!des!
complexes! de! la! chaîne! respiratoire.! Les! protéines! découplantes! UCPs! (uncoupling! proteins)!
permettent! le! flux! de! protons! de! l’espace! intermembranaire! à! la! matrice,! sans! passer! par! le!
complexe!V!:! la!respiration!cellulaire!est!découplée!de!la!production!d’ATP,!processus!qui!engendre!
de! la! chaleur! (Divakaruni! and! Brand! 2011).! L’augmentation! du! taux! d’EAO! intracellulaire! est!
notamment! responsable! de! l’activation! des! UCPs,! qui! elles=mêmes! diminuent! la! production! de!
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radicaux! libres.! Ainsi,! ces! molécules! serviraient! de! rétrocontrôle! négatif! pour! diminuer! une!
production!accrue!d’EAO!(Mailloux!and!Harper!2012).!
! L’activité!OXPHOS!peut!également!être!régulée!en!fonction!de!la!disponibilité!des!substrats!








L’isoforme! mitochondriale! de! l’enzyme! NO! synthase! (mtNOS)! est! liée! aux! supercomplexes!
respiratoires! composés! des! complexes! I! et! IV! (Navarro! and! Boveris! 2008).! Le! NO! entraîne! une!
inhibition!rapide,!sélective,!forte!mais!réversible!de!la!liaison!de!l’oxygène!au!complexe!IV!(Moncada!
and!Bolaños!2006).!
I. 3. 2. Rôle de la mitochondrie dans l’apoptose 
L’apoptose!est!un!processus!de!mort!cellulaire!actif,!génétiquement!programmé,!propre!aux!
eucaryotes! supérieurs.! Le! déclenchement! de! l’apoptose! intervient! naturellement! au! cours! du!
développement!embryonnaire!ou!peut!être!initiée!par!la!convergence!de!signaux!inducteurs!tels!que!
l’altération!de!l’ADN!ou!du!cycle!cellulaire,!le!stress!oxydant!et!l’hypoxie!(Cosentino!and!García=Sáez!
2014;!Czabotar!et!al.!2014).! Il!existe!deux!voies!distinctes!de! l’apoptose! :! la!voie!extrinsèque,!aussi!
nommée! la! voie! des! récepteurs! de!mort,! et! la! voie! intrinsèque! faisant! intervenir! la!mitochondrie.!
Cette! voie!mitochondriale! est! caractérisée!par! la! perméabilisation!de! la!membrane!externe! ce!qui!
aboutit! à! la! libération! dans! le! cytosol! de! molécules! originaires! de! l’espace! inter=membranaire! et!
capables!d’initier!et!de!réguler!l’activation!des!caspases!(Figure!8).!Ces!protéases,!une!fois!activées,!
clivent!des! substrats! au!niveau!de! résidus!d’acide! aspartique! (Adams!et! al.! 2004;!Wang!and!Youle!
2009).!!
Deux!mécanismes!de!perméabilisation!de! la!membrane!externe! sont!proposés.! Le!premier!
consiste!en!l’ouverture!d’un!canal,!le!pore!de!transition!de!perméabilité!(PTP),!localisé!au!niveau!de!
sites! de! contact! entre! membrane! externe! et! membrane! interne! mitochondriale.! Cette! ouverture!
conduit!à!une!entrée!d’eau!et!de!petits!solutés!au!sein!de!la!matrice!qui!provoque!la!dilatation!de!ce!
compartiment,!aboutissant!à!la!rupture!de!la!membrane!externe,!avec!pour!effet!la!libération!des!!




Le! mécanisme! clé! de! ce! processus! est! la! perméabilisation! de! la! membrane! externe!
mitochondriale! (Mitochondrial! Outer! Membrane! Permeabilization,! MOMP).! Les! facteurs! pro=
apoptotiques!de!la!famille!de!Bcl=2,!Bax!et!Bak,!sont!impliqués!dans!ce!phénomène.!En!l’absence!
de! signaux! apoptotiques,! ces! molécules! sont! inhibées! par! les! acteurs! anti=apoptotiques! de! la!
famille! Bcl=2.! Les! protéines! BH3=only! activent! l’apoptose! par! inhibition! des! molécules! anti=
apoptotiques!et! l’activation!des! protéines!Bax! et! Bak.! La!perméabilisation!de! la!membrane!par!
ces!agents!pro=apoptotiques!induit!le!relargage!de!différentes!molécules!comme!le!cytochrome!c!
(cyt! c).! Une! fois! dans! le! cytosol,! le! cyt! c! s’associe! avec! APAF=1! pour! former! l’apoptosome,! un!
complexe!responsable!du!recrutement!et!de!l’activation!des!caspases!initiatrices!9,!qui!à!leur!tour!
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protéines! de! l’espace! inter=membranaire! dans! le! cytosol.! Le! deuxième! mécanisme! implique! la!
formation!d’un!pore!au!niveau!de! la!membrane!externe!par!deux!membres!pro=apoptotiques!de! la!
famille!Bcl=2,!Bax! et! Bak! (Antignani!and!Youle!2007;!Grimm!and!Brdiczka!2007).!Alors!que!Bak!est!
constitutivement! ancrée! à! la! membrane! externe! mitochondriale! (Wei! et! al.! 2000),! Bax! est!
principalement! présente! sous! forme! monomérique! dans! le! cytosol! ou! faiblement! associée! à! la!
membrane! externe.! Après! une! étape! d’activation,! Bax! s’insère! dans! la! membrane! externe!
mitochondriale! (Billen! et! al.! 2008;! Wolter! et! al.! 1997),! et! ces! molécules! pro=apoptotiques!
s’oligomérisent!et!induisent!la!formation!de!pores.!La!formation!de!ces!pores!conduit!à!la!libération!
de!différents!facteurs!pro=apoptotiques!dont!le!cytochrome!c,!Smac/Diablo,!AIF!et!l’endonucléase!G!
(endoG).! Le! cytochrome! c! libéré! s’associe! avec! du! dATP! et!Apaf;1! (Apoptosis! protease;activating!
factor!1)!dans!le!cytosol!pour!constituer!le!cœur!d’un!complexe!multi=proteique,!l’apoptosome!(Riedl!
and!Salvesen!2007).!Ce!complexe!conduit!au!recrutement!et!à! l’auto=activation!de! la!caspase!9!qui!
active! à! son! tour! les! caspases! effectrices! 3! et! 7.! Smac/Diablo! (Second! mitochondrial! activator! of!
caspases/Direct! IAP! binding! protein! of! low! PI)! interagit! dans! le! cytosol! avec! des! inhibiteurs! de!
caspases,! les! IAP! (Inhibitors! of!Apoptosis! Proteins)! (Vaux! and! Silke! 2003).! Cette! interaction! a!pour!
effet!de! titrer! l’activité! inhibitrice!des! IAPs!et!de! favoriser!ainsi! l’activation!des!caspases! (Vaux!and!
Silke! 2003).! AIF! (Apoptosis! Inducing! Factor),! une! fois! libéré,! est! transloqué! dans! le! noyau! pour!
participer! à! la! condensation! et! à! la! fragmentation! de! la! chromatine! (Susin! et! al.! 1996,! 1999).!
Néanmoins,! la! contribution!d’AIF!dans! la!mort! cellulaire!pourrait!dépendre!des! types! cellulaires!et!
des!stimuli!apoptotiques!utilisés.!L’endonucléase!G!est!également!adressée!au!noyau!où!elle!induit!la!
fragmentation!de!l’ADN!!indépendamment!des!caspases!(Li!et!al.!2001;!Van!Loo!et!al.!2001).!
I. 3. 3. Les autres fonctions mitochondriales 






oxydo=réducteur! (redox)! et! à! l’apoptose! (Brookes! et! al.! 2004).! Des! élévations! de! concentration!
calcique! mitochondriale! stimulent! l’activité! des! déshydrogénases! du! cycle! de! Krebs! et! celles! des!
complexes! IV! et! V! de! la! chaîne! respiratoire! (Denton! and!McCormack! 1980;! Hansford! et! al.! 1989;!
Territo!et!al.!2000).!!




and! Hoppel! 2000).! Ces!métabolites! peuvent! être! utilisés! par! le! cycle! de! Krebs! ou! directement! au!
niveau!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!!
Les! mitochondries! participent,! avec! le! réticulum! endoplasmique,! à! la! biosynthèse! des!
hormones! stéroïdiennes! à! partir! du! cholestérol! grâce! à! des! cytochromes! P450! dans! la! matrice!
mitochondriale.! La! nature! du! stéroïde!dépend!de! la! glande! endocrine! qui! le! produit! (testostérone!
dans! le! testicule,! progestérone! et! œstradiol! dans! l’ovaire,! cortisol! ou! aldostérone! dans! la! glande!
surrénale)!(Midzak!et!al.!2011).!!
Le! cycle! de! l’urée! permet! de! dégrader! les! acides! aminés! (dans! les! hépatocytes)! par! une!
succession! de! quatre! réactions! enzymatiques.! La! première! réaction! a! lieu! dans! la! matrice!
mitochondriale! et! aboutit! à! la! production! de! citrulline,!molécule! qui! est! ensuite! exportée! dans! le!
cytosol!pour!être!totalement!catabolisée!(Enns!2008).!!
La! mitochondrie! participe! également! à! la! synthèse! de! l’hème! (moelle! osseuse! et! foie),!
élément! essentiel! au! groupe! prosthétique! présent! dans! de! nombreuses! protéines,! comme!
l’hémoglobine! et! le! cytochrome! c.! Tout! comme! pour! le! cycle! de! l’urée,! une! partie! des! réactions!
enzymatiques!a!lieu!dans!le!cytosol!(Chung!et!al.!2012).!!
I. 4. Biogenèse mitochondriale 
La! biogenèse!mitochondriale! est! un! processus! clef! qui! contrôle! la!masse! et! donc! régule! la!
fonction!mitochondriale! (Hood! 2001;! Yao! and! Brinton! 2012).! La! biogenèse!mitochondriale! débute!
par!une!augmentation!de!la!surface!membranaire!à!l’aide!d’un!recrutement!accru!en!phospholipides!
et! se! poursuit! par! la! synthèse! et! l’adressage! des! différentes! protéines! dans! l’ensemble! des!
compartiments! sub=mitochondriaux.! Etant! donnée! l’origine! mixte! des! protéines! mitochondriales,!
une! coordination! étroite! entre! l’expression! du! génome!mitochondrial! et! du! génome! nucléaire! est!
nécessaire! pour! contrôler! finement! la! biogenèse! mitochondriale! en! fonction! des! conditions!
physiologiques.! Ainsi,! la! cellule! est! capable! d’adapter! ses! capacités! énergétiques! et! ses! fonctions!












transcription! nucléaires! NRF=1! et! NRF=2! (GABP).! Les! NRFs! contribuent! de! manière! directe! ou!
indirecte! à! la! transactivation!de! gènes! impliqués! dans! la! chaîne! respiratoire!mitochondriale,! la!
transcription! et! la! réplication! de! l’ADN! mitochondrial,! et! plus! récemment! dans! la! machinerie!
d’import!des!protéines!mitochondriales!(TOM/TIM).!(B)!Représentation!schématique!des!voies!de!
signalisation! impliquées! dans! la! biogenèse!mitochondriale! induite! par! le! co=facteur! PGC=1α.! La!
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Le! génome! nucléaire! contribue! à! l’expression! de! plus! de! 1500! protéines! mitochondriales!
(Calvo! et! al.! 2006;! Scarpulla! 2008).! Leur! expression! est! régulée! par! les! facteurs! de! transcription!
NRF=1! et! NRF=2! (Nuclear! Respiratory! Factor! 1! et! 2),! ERRα! (Estrogen=Related! Receptor)! et! PPARγ!





entre! autre! la! transactivation! de! gènes! responsables! de! l’expression! de! sous=unités! de! la! chaîne!







constitue! la! forme! majoritaire.! Il! contrôle! à! la! fois! les! gènes! impliqués! dans! la! biogenèse!
mitochondriale!(Wu!et!al.!1999)!et!la!phosphorylation!oxydative!(Mootha!et!al.!2004)!(Figure!9).!!
La! famille! des! PGC;1! est! très! fortement! représentée! dans! des! cellules! avec! une! activité!
oxydative!importante,!plus!particulièrement!le!co=facteur!PGC=1α!exprimé!dans!le!cœur,!les!muscles!
squelettiques,! le!rein,! le! foie,! le!pancréas,! le!cerveau!et! le! tissu!adipeux!brun!(Larrouy!et!al.!1999).!
PGC=1α&permet!de!moduler! de!nombreuses! cascades! de! signalisation,! depuis! la! transcription! et! la!
réplication! de! l’ADN! mitochondrial! et! nucléaire,! jusqu’à! l’expression! de! protéines! de! la! chaîne!
respiratoire! et! la! réponse! au! stress! oxydant! (Figure! 9).! Ce! facteur! intervient! notamment! dans!
l’adaptation! du! métabolisme! mitochondrial! en! fonction! de! diverses! situations! physiologiques!
(naissance,! exposition! au! froid! et! exercice! physique).! La! thermogenèse! adaptative! en! réponse! au!





central! de! cette! protéine! dans! la! régulation! des! fonctions! mitochondriales! (Lehman! et! al.! 2000;!
Puigserver!et!al.!1998;!Russell!et!al.!2003).!PGC=1α!apparaît!comme!un!gène!clé!dans!la!mise!en!place!!






























Figure! 10! –! Le! réseau! mitochondrial!
dynamique!!
(A)! La! morphologie! des! mitochondries! est!
variable,! de! filaments! plus! ou! moins!
interconnectés! à! des! entités! sphériques,!
suivant! le! type! cellulaire,! les! stress!
exogènes,! l’état!de!différentiation,! la!phase!
du! cycle! cellulaire! et! les! substrats!
disponibles! (métabolisme).! (B)! Imagerie! en!
temps!réel!des!évènements!de!fusion!et!de!
fission!des!mitochondries! dans! des! cellules!
MEFs.! En! «!jaune!»! :! fusion! de! deux!
mitochondries!(une!verte!et!une!rouge).!
Source&:&(A)&Collins&et&al.,&2002,&Mitra&et&al.,&
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d’un! programme! transcriptionnel! lié! au! métabolisme! énergétique! mitochondrial.! Sur! le! plan!
physiopathologique,! une! diminution! de! l’expression! de! PGC=1α! dans! les! muscles,! le! cœur! et! le!
cerveau! pourrait! contribuer! respectivement! au! développement! d’un! diabète! de! type! 2,! d’une!
insuffisance!cardiaque!et!d’une!maladie!neurodégénérative!comme!la!maladie!d’Alzheimer!(Garnier!
et!al.!2003;!Mootha!et!al.!2003;!Patti!et!al.!2003;!Pedros!et!al.!2014).!
I. 5. La dynamique mitochondriale 





un! réseau! de! filaments! plus! ou! moins! longs! et! interconnectés! (cellules! HeLa,! cardiomyocytes,!
S.pombe& et! S.cerevisiae)! ou! apparaître! sous! forme! d’entités! isolées! (fibroblastes! embryonnaires!
murins,! hépatocytes),! voire! présenter! une!morphologie!mixte! (ostéosarcome)! (Collins! et! al.! 2002;!






la! dynamique! mitochondriale.! Lorsque! les! évènements! de! fission! prédominent,! le! réseau!
mitochondrial!apparaît!fragmenté.!À!l’inverse,!si!la!force!de!fusion!est!majoritaire,!les!mitochondries!
forment! un! réseau! tubulaire! et! interconnecté! (Figures! 10! et! 11).! Les! mitochondries! peuvent!
fusionner!de! façon! transitoire!ou! complète.! La! fusion!dite! transitoire! («!kiss! and! run!»),! suivie! très!
rapidement! par! des! phénomènes! de! fission,! est! due! à! des! interactions! latérales! entre! des!
mitochondries!associées!à!des!microtubules!distincts!qui!vont!échanger!rapidement!et!partiellement!
des! éléments! solubles,! sans! affecter! la! morphologie! mitochondriale! (Liu! and! Hajnóczky! 2009).! À!
l’inverse,! la! fusion! «!complète!»! de! mitochondries! se! déplaçant! l’une! vers! l’autre! le! long! d’un!
microtubule!autorise! le!mélange!de!tous! les!composants!mitochondriaux!et!affecte! la!morphologie!
mitochondriale.!
Vers! la! fin!des!années!1990,!des! cribles!génétiques! réalisés! chez!Saccharomyces&Cerevisiae!
ont!permis!d’identifier!les!premiers!protagonistes!de!la!dynamique!mitochondriale.!Il!s’agit!de!!













(A)! Les! acteurs! protéiques! de! la! fusion! et! de! la! fission.! (B)! La! fusion! est! enclenchée! par! les!
Mitofusines! (MFN)! 1! et! 2! au! niveau! de! la! membrane! externe! mitochondriale.! Une! fois! les!
membranes!de!deux!mitochondries!fusionnées,!OPA1!permet! la!fusion!des!membranes! internes!
de! l’organelle.! La! fission! débute! par! le! recrutement! de! DRP1,! une! protéine! majoritairement!
cytosolique,! au! niveau! des! récepteurs! Mff,! MiD49,! MiED51/MIEF! et/ou! Fis1! (hFis1).! DRP1!
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grandes!GTPases!conservées!chez!les!eucaryotes!au!cours!de!l’évolution,!appartenant!à!la!famille!des!





GED! (interaction! avec! les! domaines! GTPase! et! Middle! et! oligomérisation! de! la! dynamine! pour!
stimuler!son!activité!GTPase)!(Praefcke!and!McMahon!2004;!Smirnova!et!al.!1999).!
I. 5. 1. La fission mitochondriale : les acteurs et la mécanistique  
• Les acteurs essentiels 
L’acteur!majeur!de!la!fission!mitochondriale!est!la!GTPase!DRP1!(Dynamin=Related!Protein!1)!
pour! les!mammifères.!Dnm1p! et!Dlp1p! sont! les! orthologues! respectifs! chez! la! levure! et! le! vers!C.&
Elegans.!DRP1!est!une!protéine!soluble,!localisée!principalement!dans!le!cytoplasme,!qui!possède!un!
domaine!GTPase!N=terminal,! un!domaine!Middle!et!un!domaine!GTPase!Effector!Domain! (GED)!C=
terminal,! impliqué! dans! l’auto=assemblage! de! la! dynamine! (Chan! 2012;! Praefcke! and! McMahon!
2004)! (Figure! 11).! La! fixation! du!GTP! à! la! dynamine! serait! suffisante! pour! l’auto=assemblage! de! la!
protéine! et! son! adressage! à! la!mitochondrie! tandis! que! l’hydrolyse! serait! cruciale! pour! finaliser! la!
division!mitochondriale!par!fission!des!membranes!(Cho!et!al.!2013;!Smirnova!et!al.!2001).!!Chez!les!
mammifères,! la! perte! de! la! protéine! DRP1! ou! la! surexpression! de! mutants! dominants! négatifs!
mènent! à! une! hyper=filamentation! des! mitochondries.! Pour! initier! la! fission! mitochondriale,! la!
dynamine! DRP1! doit! être! recrutée! de! manière! ponctuelle! à! la! membrane! externe! (ME)!





transmembranaire! C! terminal! qui! possède! un! domaine! cytosolique! organisé! en! TPR! (Tétratrico=
Peptide!Repeat),!impliqué!dans!les!interactions!avec!des!partenaires!protéiques!(Dohm!et!al.!2004).!
Dnm1p! interagit! préalablement! dans! le! cytosol! avec!Mdv1p,! ce! dernier! va! servir! d’adaptateur! au!
domaine! TPR! de! Fis1p! (Figure! 11).! Une! fois! Dnm1p! recruté,! Fis1p! et! Mdv1p! stimulent!
l’oligomérisation! de! la! dynamine! qui! engendre! la! constriction! des!membranes!mitochondriales! en!
présence!de!GTP.!
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Des! études! récentes! montrent! que! ces! «!foci!»! colocalisent! avec! des! points! de! jonction! entre! la!
mitochondrie! et! le! réticulum! endoplasmique! (Friedman! et! al.! 2011).! Par! extrapolation! du!modèle!
levure,!il!a!été!décrit!que!hFis1!(Fis1!chez!l’humain)!serait!responsable!du!recrutement!de!DRP1!à!la!
membrane! externe.! Cependant,! la! déplétion! de! hFis1! n’affecte! ni! le! rôle! ni! le! recrutement! de! la!
dynamine! (Lee! et! al.! 2004).! Des! nouveaux! acteurs! de! fission,!MFF! (Mitochondrial! Fission! Factor),!




al.! 2011).! D’autres! régulateurs! de! la! fission! mitochondriale! ont! été! mis! en! évidence! comme!
l’endophiline! B1,! LRRK2! (Leucine=Rich! Repeat! Kinase! 2),! GDAP1! (Ganglioside=induced!
Differenciation=Associated!Protein!1)!et!sacsin.!L’endophiline!B1!se!comporte!comme!DRP1,!elle!est!
transloquée! à! la! ME! pour! induire! la! fission! mitochondriale! lors! d’un! processus! apoptotique!
(Karbowski! et! al.! 2004).! LRRK2! permet! le! recrutement! de! DRP1! à! la! mitochondrie,! par! des!
mécanismes! mal! connus! à! ce! jour! et! des! mutations! dans! le! gène! codant! cette! protéine! sont!
responsables!de!la!forme!autosomale!dominante!de!la!maladie!de!Parkinson!(PARK8=type)!(Mata!et!
al.! 2006).! GDAP1! entraîne! une! augmentation! de! la! fragmentation! du! réseau! mitochondrial! qui!
dépend!de!DRP1,!lorsqu’elle!est!surexprimée!(Huber!et!al.!2013;!Niemann!et!al.!2005).!Enfin,!sacsin,!
localisée! à! la!mitochondrie,! permet! également! le! recrutement! de! DRP1! et! son! interaction! avec! la!
dynamine!a!été!démontrée!par!des!expériences!d’immunoprécipitation!(Anderson!et!al.!2010;!Girard!
et!al.!2012;!Otera!et!al.!2013).!






de! la! fission! du! réseau! mitochondrial! par! le! recrutement! de! DRP1! à! la! membrane! externe! de!
l’organite! (Han!et!al.!2008;!Taguchi!et!al.!2007).!La!sérine!637!doit!à! l’inverse!être!déphosphorylée!
par!la!calcineurine!pour!constituer!un!signal!de!relocalisation!de!DRP1!à!la!mitochondrie!(Cereghetti!
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et! al.! 2008;! Cribbs! and! Strack! 2007),! alors! que! sa! phosphorylation! par! la! PKA! inhibe! l’activité!
GTPasique!de!DRP1!(Chang!and!Blackstone!2010).!La!morphologie!du!réseau!mitochondrial!peut!être!
modulée!par! la! S=nitrosylation!de!DRP1! sur! la! cystéine!644! (Cys644)!par! l’oxyde!nitrique! (NO),! qui!
permet!une!augmentation!de!l’activité!GTPasique!de!la!protéine!et!sa!dimérisation!(D.=H.!Cho!et!al.!
2009).! L’E3! ubiquitine! ligase!mitochondriale!MARCH=V! aurait! un! rôle! pro=fusogène! en! régulant! la!
dégradation! de! DRP1! et! donc! son! recrutement! au! niveau! des! sites! de! fission! de! la! mitochondrie!
(Nakamura! et! al.! 2006).! Récemment,! DRP1! et! hFis1! ont! été! identifiés! comme! des! cibles! de! l’E3!
ubiquitine! ligase! Parkin.! La! surexpression! de! Parkin! induit! la! dégradation! de! DRP1! alors! que! son!
extinction!par!interférence!ARN!est!concomitante!d’une!augmentation!de!la!quantité!de!la!protéine!
de! fission! (H.!Wang! et! al.! 2011).! DRP1! peut! être!mono=sumoylée! par! l’enzyme! de! conjugaison! E2!
Ubc9! (Ubiquitinconjugating! enzyme! 9)! et! par! la! SUMO! E3! ligase! MAPL! (Mitochondrial=Anchored!
Protein!Ligase).!Cette!sumoylation!stabilise!DRP1!et!permet!ainsi!l’activité!de!fission!mitochondriale,!
observée!entre!autres!lors!de!l’apoptose!(Braschi!et!al.!2009;!Harder!et!al.!2004;!Wasiak!et!al.!2007).!
Inversement,! la! désumoylation! de! DRP1! par! SENP5! restaure! une! morphologie! mitochondriale!
normale!(Zunino!et!al.!2007).!
• Existe-t-il une machinerie de fission de la membrane interne ? 
Etant!donné!que!les!protéines!identifiées!jouant!un!rôle!dans!la!fission!mitochondriale!sont!
toutes!associées!à! la!membrane!externe,! il! semblerait!que! la!constriction!de! la!membrane!externe!
entraîne!celle!de!la!membrane!interne.!Cependant,!la!perte!de!l’activité!GTPasique!de!DRP1!chez!C.&
Elegans& entraîne! une! impossibilité! de! fission! de! la! membrane! externe! sans! perturber! celle! de! la!
membrane!interne!(Labrousse!et!al.!1999).!En!outre,!la!fission!des!membranes!externe!et!interne!est!
désynchronisée!dans!des!cellules!HeLa!déficientes!en!endophiline!B1! (Karbowski,! Jeong,!and!Youle!
2004),! ce! qui! suggère! l’existence! d’une! machinerie! de! fission! de! la! membrane! interne.! Certains!
travaux! ont! identifié! la! protéine!MTP18,! localisée! au! niveau! de! la!membrane! interne,! comme! un!
facteur! influençant! la! fission! mitochondriale! (Tondera! et! al.! 2005).! En! effet,! la! surexpression! de!
MTP18! induit! la! fragmentation! des! mitochondries! alors! que! sa! déplétion! entraîne! un! réseau!
hyperfilamenteux.! D’autre! part,! Mdm33p! (Mitochondrial! Distribution! and! Morphology)! chez! la!
levure!et!MTGM!(Mitochondrial!Targeting!GxxxG!Motif)!identifié!dans!différents!types!de!tumeurs!de!
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I. 5. 2. La fusion mitochondriale : les acteurs et la mécanistique 
Contrairement!à! la! fission!mitochondriale,! les!deux!machineries!de! fusion!des!membranes,!
externes!et! internes,!ont!été! identifiées.! Les!Mitofusines!1!et!2! sont! responsables!de! la! fusion!des!
membranes!externes!et!la!protéine!OPA1!des!membranes!internes!(Figure!11).!Les!fonctions!d’OPA1,!
notamment! son! rôle! dans! la! régulation! de! la! fusion!mitochondriale,! ne! seront! pas! exposées! dans!
cette!partie!mais!feront!l’objet!d’un!chapitre!abordé!en!détails!dans!la!partie!suivante.!
• Les acteurs essentiels de la membrane externe : les Mitofusines 1 et 2 
Les!Mitofusines!1!et!2!(MFN)!sont!des!dynamines!(mammifères)!responsables!de!la!fusion!de!
la!membrane!externe!des!mitochondries! (Chen!et!al.! 2003;!Eura!et!al.! 2003;!Hoppins!2014;! Santel!
and!Fuller!2001).!Elles!possèdent!un!homologue!Fzo1p!chez!la!levure!S.&Cerevisiae!(Fritz!et!al.!2001;!
Rojo!et! al.! 2002).! Les!Mitofusines! sont! constituées!d’un!domaine!GTPase!N=terminal,! d’une! région!
coiled=coil!HR1!(Heptad!Repeat!1),!de!deux!domaines!transmembranaires!permettant!l’ancrage!à!la!
membrane!externe!et!d’une!dernière!région!coiled=coil!HR2!C=terminale!(Rojo!et!al.!2002;!Santel!and!
Fuller! 2001).! Les! Mitofusines! sont! ancrées! à! la! membrane! externe! par! deux! domaines!
transmembranaires!et! leurs!extrémités!C!et!N=terminales! font! face!au!cytosol! (Hermann!and!Shaw!
1998;!Rojo!et!al.!2002).!Au!cours!de!la!fusion,!les!Mitofusines!sont!capables!d’interagir!«!en!trans!»!
de! manière! homotypique! ou! hétérotypique! grâce! à! leurs! domaines! HR2,! permettant! ainsi! le!
rapprochement! des!mitochondries,! étape! indispensable! à! la! fusion! (Chen! and! Chan! 2005;! Detmer!
and! Chan! 2007;! Koshiba! et! al.! 2004).! L’hydrolyse! du! GTP! fournirait! alors! l’énergie! nécessaire! à! la!
fusion!des!deux!membranes!externes!(Chen!et!al.!2003;!Ishihara!et!al.!2004;!Meeusen!et!al.!2004).!La!





des!mitochondries! sphériques! de! taille! homogène,! qui! sont! libres! dans! le! cytosol.! À! l’inverse,! les!
mitochondries! dépourvues! en! MFN2! sont! sphériques! et! de! taille! hétérogène! (Chen! et! al.! 2003).!
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• La régulation des Mitofusines 
L’activité!des!Mitofusines!est!régulée!par!interaction!avec!les!protéines!de!la!famille!Bcl=2.!En!
effet,! la! protéine! pro=apoptotique! Bax! est! colocalisée! avec! MFN2! et! participe! à! la! fragmentation!
apoptotique!des!mitochondries!(Karbowski!et!al.!2002).!Cependant,!ces!protéines!interviennent!aussi!
dans!le!processus!de!fusion!dans!des!conditions!non!apoptotiques!:!la!forme!inactive!de!Bak!s’associe!
avec! MFN2! et! stimule! ainsi! son! activité.! La! perte! de! cet! agent! pro=apoptotique! induit! une!
perturbation! de! la! distribution! de! la! dynamine! (Hoppins! 2014;! Karbowski! et! al.! 2007).! De! plus,!
d’autres! protéines! de! la! famille! Bcl=2,! les! facteurs! anti=apoptotiques!Bcl;xL! et! Bcl;2,! interviennent!
également!dans! la! fusion!mitochondriale!par! interaction!physique!avec!MFN2! (Delivani!and!Martin!
2006).!!
Trois!autres!partenaires!des!Mitofusines!ont!été! identifiés! :!MIB,!MARCH;V!et!Parkin.!MIB!
(Mitofusin! Binding! Protein),! une! protéine! de! la! superfamille! des! déshydrogénases! réductases,! est!
principalement! présente! dans! le! cytosol! et! peut! s’associer! à! la!mitochondrie! par! intéraction! avec!
MFN1!et!MFN2!(Eura!et!al.!2006).!MIB!régule!négativement!l’activité!des!Mitofusines!et!inhibe!donc!
la!fusion!mitochondriale.!MARCH5,!une!E3=ubiquitine!ligase!mitochondriale!de!la!membrane!externe!
responsable! de! l’ubiquitination! de! Drp1! et! Fis1,! interagit! également! avec!MFN2! (Nakamura! et! al.!




L’expression! du! gène! MFN2! est! sous! la! dépendance! de! facteurs! de! transcription! et! de!
coactivateurs! transcriptionnels! impliqués! dans! la! biogenèse!mitochondriale.! PGC1α! et! β! induisent!
l’expression! du! gène!MFN2! en! co=activant! le! facteur! de! transcription! ERRα! et! en! se! fixant! sur! la!
séquence!promotrice!de!MFN2!(Cartoni!et!al.!2005;!Liesa!et!al.!2008;!Soriano!et!al.!2006).!Ces!voies!
de! régulation! transcriptionnelle! sont! donc! impliquées! non! seulement! dans! la! biogenèse! mais!
également!dans!la!régulation!de!la!fusion!mitochondriale.!
• Et les lipides ? 
Enfin,! la! fusion! des! membranes! mitochondriales! requiert! également! un! profil! lipidique!
particulier.!En!effet,! la!composition! lipidique!de! la!membrane!peut!affecter! l’efficacité!de! la!fusion,!
comme! la! formation! de! micro=domaines! qui! facilitent! la! liaison! et! l’assemblage! des! complexes!
protéiques! nécessaire! pour! engendrer! ce! processus.! La! mitoPLD! (Mitochondrial! PLD)! est! une!
phospholipase!D!mitochondriale! qui! permet! la!modification! in& vitro&et! in& vivo&du!profil! des! lipides!
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mitochondriaux! avec! une! diminution! de! la! quantité! de& cardiolipine! hydrolysée! en! acide!
phosphatidique,!permettant!la!fusion!des!mitochondries!dépendante!des!MFNs!(Choi!et!al.!2006).!Du!
fait!de! son! rôle! sur! les! lipides,! la&mitoPLD!modifierait! la! composition!et! la! courbure!des!bicouches!
lipidiques!les!rendant!plus&aptes!à!la!fusion!des!membranes!mitochondriales!(Furt!and!Moreau!2009;!
Wickner!and!Schekman!2008).!
I. 5. 3. La fusion des membranes externes et internes : un phénomène couplé ? 
Bien!que!la!fusion!des!membranes!externes!et!internes!se!réalise!de!manière!indépendante!
(Malka!et!al.!2005;!Meeusen,!McCaffery,!and!Nunnari!2004),! ces!phénomènes!ont! lieu!de!manière!
synchronisée!(Meeusen!et!al.!2006;!Song!et!al.!2009).!Chez! les! levures!S.&Cerevisiae&et!S.&Pombe,! la!
protéine!Ugo1p,! ancrée! dans! la!membrane! externe,! coordonne! la! fusion! des! deux!membranes! en!




chez! les! mammifères,! la! synchronisation! des! «!deux! fusions!»! semble! être! conservée! chez! les!
eucaryotes! supérieurs.!Cette!hypothèse!est! renforcée!par! les! travaux!de!notre!équipe!démontrant!
que! les! protéines! OPA1! et! les! Mitofusines! font! partie! d’un! même! complexe! protéique! dans! des!
cellules!HeLa!(Guillery!et!al.!2008).!De!plus,!le!rôle!fusogène!d’OPA1!n’est!possible!qu’en!présence!de!
MFN1!(Cipolat!et!al.!2004).!
I. 5. 4. Les (dys)fonctions de la dynamique mitochondriale et modèles animaux 
I. 5. 4. 1. Les fonctions de la dynamique mitochondrial, un bref aperçu 
Outre! son! rôle! dans! le! contrôle! de! la! morphologie! des! mitochondries,! la! dynamique!
mitochondriale! influence! différentes! fonctions! de! l’organite,! phénomène! largement! décrit! dans! la!
littérature! (Chan! 2012;! Detmer! and! Chan! 2007;! Jayashankar! and! Rafelski! 2014;! McBride! and!
Scorrano!2013;!Palikaras!and!Tavernarakis!2014).!La!dynamique!mitochondriale!n’étant!pas! le!sujet!
d’étude!de!ma!thèse,! je!n’aborderai!que!brièvement! les! fonctions!associées!à!ce!mécanisme.! Il!est!
clairement! établi! dans! les! levures! S.& Cerevisiae! et! S.& Pombe! que! la! fragmentation! du! réseau!




délétion! de! l’ADNmt! a! également! été! trouvée! dans! des! modèles! mammifères! invalidés! pour! les!
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protéines! de! fusion! Mitofusines! et! OPA1,! ou! la! protéine! de! fission! DRP1! (Chen! and! Chan! 2010;!
Parone! et! al.! 2008).! Ces! observations! laissent! supposer! l’existence! de! liens! très! étroits! entre! le!
processus!de!dynamique!mitochondriale!et!le!maintien!de!l’ADNmt.!!
Au! cours! de! l’apoptose,! dans! plusieurs! types! cellulaires,! le! réseau! mitochondrial! se!
fragmente!de!manière!DRP1!dépendante!(Arnoult!et!al.!2005;!Breckenridge!et!al.!2003;!Frank!et!al.!
2001;! Sugioka! et! al.! 2004).! Le! modèle! actuellement! proposé! est! un! lien! entre! la! dynamique!
mitochondriale! et! l’apoptose!:! la! fission! rend! les! cellules! plus! sensibles! à! l’apoptose! alors! qu’à!
l’inverse,! les! cellules! sont! plus! résistantes! lors! de! l’augmentation! de! la! fusion! mitochondriale! (C.!
Wang!and!Youle!2009).!
De! nombreuses! études! ont! révélé! l’importance! des! acteurs! de! fusion! de! la! dynamique!
mitochondriale!sur!la!phosphorylation!oxydative.!La!diminution!de!la!quantité!protéique!de!MFN2!et!
OPA1! in& vitro! entraîne! un! défaut! de! respiration! cellulaire,! la! baisse! des! capacités! respiratoires!
conduite!par!les!complexes!I,!III!et!IV!et!une!chute!du!potentiel!de!membrane!(H.!Chen,!Chomyn,!and!
Chan! 2005a;! Pich! et! al.! 2005).! Perturber! la! fusion! mitochondriale! altèrerait! donc! le! métabolisme!
énergétique.!Réciproquement,!les!mitochondries!filamenteuses!seraient!plus!énergétiques!(Jakobs!et!
al.! 2003;! Rossignol! et! al.! 2004;! Skulachev! 2001).! L‘existence! d’un! processus! d’hyperfilamentation!





La!mitophagie,!ou! l’autophagie!des!mitochondries,! joue!un!rôle!d’entretien!de! la!cellule!en!
maintenant!un!«!contrôle!qualité!»!par!le!renouvellement!des!organites!et!en!dégradant!les!agrégats!
protéiques! (Kim! et! al.! 2007;! Nakai! et! al.! 2007).! La! fission! des! mitochondries! permet! d’isoler! une!
partie!endommagée!du!chondriome!afin!de!le!conduire!à!la!dégradation!(Twig!et!al.!2008).!La!fusion!
jouerait!également!un!rôle! important!dans! le!contrôle!qualité!des!mitochondries,!en!permettant! le!
mélange!du! contenu!d’une!mitochondrie! intacte! avec!une!mitochondrie! faiblement! endommagée.!
Ainsi,! cette! fusion! entre! les! mitochondries! permettrait! de! complémenter! les! déficiences!
fonctionnelles!de!certaines!d’entre!elles!en!restaurant!des!éléments!manquants!ou!peu!fonctionnels!
par!échange!de!leur!membrane,!de!leurs!contenus!protéiques!et!en!ADNmt.!
I. 5. 4. 2. Les dysfonctions de la dynamique mitochondriale et modèles animaux 
L’importance! fonctionnelle! de! la! dynamique!mitochondriale! est!mise! en! évidence! par! son!
implication! dans! des! maladies! neurodégénératives.! En! effet,! de! façon! surprenante,! alors! que! la!
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dynamique!mitochondriale! est! un! processus! ubiquitaire,! les! seules! pathologies! connues! à! ce! jour!










de! la! dynamique! mitochondriale! et! la! mise! en! évidence! de! la! nécessité! de! ce! processus! pour! le!
développement! et! la! vie! des! organismes! mammifères.! Je! présenterai! succinctement! les! modèles!




homozygotes,! ces! mutations! du! gène! codant! DRP1! sont! létales! aux! stades! E10,5/E12,5! et! E11,5!
respectivement.!Des!lignées!de!cellules!souches,!dérivées!du!premier!modèle!développé!par!l’équipe!
de!K.!Mihara,!présentent!des!mitochondries!agrégées!qui!possèdent!une!morphologie!tubulaire!avec!
des! crêtes!mitochondriales! qui! semblent! intactes.! La! respiration! cellulaire! et! l’ADNmt! ne! sont! pas!
affectés! par! la! mutation! de! DRP1.! En! revanche,! les! souris! dépourvues! de! DRP1! présentent! une!
élévation!de!l’apoptose!dans!le!cerveau!en!formation,!une!diminution!du!nombre!de!synapses!et!de!





DRP1! spécifiquement! dans! les! neurones! du! tronc! cérébral! et! du! cervelet.! Ces! souris! meurent!
quelques!heures!après!la!naissance!et!présentent!une!réduction!du!volume!du!cervelet!qui!serait!due!
à! une! diminution! de! la! prolifération! des! cellules! de! Purkinje! et! non! pas! une! augmentation! de!
l’apoptose.!!
L’équipe! de! David! C! Chan! (Chen! et! al.! 2003)! a! obtenu! des! souris! transgéniques!dans!
lesquelles! l’invalidation! des! gènes! MFN1! et! 2! est! due! à! l’excision! d’un! exon! intervenant! dans! le!






sur! le!développement,!au=delà!des!stades!embryonnaires! létaux,! les!auteurs!ont!obtenu!des!souris!





des!mécanismes! de!mise! en! place! du! cervelet,!mais! induit! la!mort! principalement! des! cellules! de!
Purkinje.!De!plus,!une!petite!proportion!des!mitochondries!de!muscles!des!souris!MFN2Z/Z!présente!
des! mutations! de! l’ADN! mitochondrial.! Dans! des! souris! doubles! mutantes! MFN1Z/Z/MFN2Z/Z,! les!
muscles!montrent!à! la! fois!une!augmentation!du!nombre!de!mutations!et!du!nombre!de!délétions!
par!paire!de!bases!de!l’ADN!mitochondrial!(Chen!et!al.!2010).!!
Enfin,! trois! autres! modèles! murins! d’haploinsuffisance! de! la! pathologie! ADOA=1! ont! été!
développés! et! présentent! une! dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine,! retrouvée!
chez!les!patients,!mais!à!des!stades!plus!précoces.!Ces!trois!modèles!seront!abordés!en!détails!dans!
le!chapitre!dédié!à!la!protéine!OPA1!et!l’ADOA=1.!!
I. 6. Dysfonctions mitochondriales et implication dans des pathologies 
La!mitochondrie! est! au! cœur!de!nombreuses! fonctions! essentielles! à! la! survie! cellulaire! et!
contrôle!de!plus!la!mort!des!cellules.!Ainsi,!des!dérégulations!de!cet!organite!sont!impliquées!dans!de!
nombreuses!maladies!(Federico!et!al.!2012;!Schapira!2012;!Swerdlow!2009).!!
I. 6. 1. Maladies mitochondriales 
Les!pathologies!mitochondriales!héréditaires!sont!associées!à!des!mutations,!délétions!et/ou!
déplétions! de! l’ADN! mitochondrial! (ADNmt)! ou! à! des! mutations! de! gènes! nucléaires! codant! des!

















































Les! maladies! mitochondriales! dues! à! des! mutations! dans! l’ADN! mitochondrial! (A)! ou! dans! le!
génome!nucléaire!(B).!
!
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Jusqu’à! présent,! environ! 200! mutations! de! l’ADNmt! ont! été! répertoriées.! Sachant! que! le!
génome!mitochondrial!code!pour!13!protéines!de!la!chaîne!respiratoire,!des!mutations!de!l’ADNmt!
engendrent! principalement! des! défauts! de! phosphorylation! oxydative! et! par! conséquent! des!
problèmes! énergétiques! et! une! augmentation! de! la! production! d’EAO! (Schapira! 2012).! Un! déficit!
d’activité! du! complexe! I! est! la! cause! la! plus! fréquente! de! maladies! mitochondriales! (8! %! des!
individus)! (Rodenburg! 2011;! Schapira! 2012).! Seulement! 1! %! des! patients! atteints! de! maladies!
mitochondriales! présentent! des! défauts! du! complexe! V! (Rodenburg! 2011;! Schapira! 2012).! En! plus!
des!défauts!d’activité! isolée!des!complexes,!ces!mutations!pourraient!également!être!responsables!
d’une!déstabilisation!des! supercomplexes.! En!effet,!quelques!études! font!état!de! l’importance!des!
supercomplexes! dans! les! tissus! nerveux! et!musculaires! car! des! dysfonctionnements! sont! détectés!
dans! des! myopathies! sévères,! comme! le! syndrome! de! Barth,! et! dans! des! phénomènes! de!
neurodégénérescence!ou!de!vieillissement!(Gómez!et!al.!2009;!Jefferies!2013;!Merkwirth!et!al.!2012).!!




conduit! à! une! atteinte! progressive! des! nerfs! périphériques! et! s’accompagne! d’une! amyotrophie!
distale! des!membres! inférieurs! (Cartoni! and!Martinou! 2009;! Zuchner! et! al.! 2004).! De!même,! des!
mutations!du!gène!codant!PINK1!ont!été!trouvées!dans!une!forme!autosomale!récessive!familiale!de!
maladie!de!Parkinson!(Valente!et!al.!2004).!La!protéine!PINK1!aurait!un!rôle!dans!le!métabolisme!des!





mutantes,! responsables!de! la! Chorée!de!Huntington,! peuvent! s’accumuler! à! la!membrane!externe!
mitochondriale,! empêcher! le! trafic! axonal! des! organites! et! donc! l’apport! d’ATP! au! niveau! des!
synapses! (Orr! et! al.! 2008).! De! plus,! en! interagissant! avec! le! co=facteur! PGC=1α,! les! protéines!
mutantes! inhibent! le! processus! de! biogenèse! mitochondriale! et! induisent! par! conséquent! des!
déficiences! énergétiques,! voire! un! excès! de! radicaux! libres! (St=Pierre! et! al.! 2006).! Bien! que! les!
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I. 6. 2. Mitochondries et rétinopathies 
Les!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!(CGR)!sont!des!neurones!dont!les!axones!se!projettent!
jusque! dans! le! thalamus,! zone! du! cerveau! responsable! du! traitement! de! l’information! visuelle!
provenant!de!la!rétine!(Carelli!et!al.!2004).!La!partie!axonale!de!la!cellule!au!niveau!de!la!rétine!est!
démyélinisée!et!présente!des!varicosités!riches!en!mitochondries!(Wang!2003).!Ces!zones!semblent!
nécessiter!une! forte!quantité!d’énergie! locale,!suggérée! importante!pour! la! transmission!du!signal.!
Les!axones!des!1,2!millions!de!CGR!se!regroupent!pour! former! le!nerf!optique,!dont! la!sortie!de! la!
rétine! s’effectue! à! angle! droit,! ce! qui! engendre! une! contrainte! structurale! de! la! cellule!:! l’axone!
forme!un!«!coude!»! (Prasad!and!Galetta!2011;!Alfredo!et!al.!2014).! La!partie!de! l’axone!qui!est!au!
niveau!du!nerf!optique!est!myélinisée!et!pauvre!en!mitochondries.!Ainsi,!les!CGR!sont!des!neurones!
particulièrement!sensibles!à!des! troubles!de! l’apport!en!oxygène,!ont!un!axone! très! long!avec!une!
partie!démyélinisée,!et!qui!de!fait!demandent!une!grande!quantité!d’énergie!pour!la!conduction!du!
message!nerveux.!Outre!leur!sensibilité!à!des!défauts!métaboliques,!ces!neurones!sont!confrontés!à!








des! hommes! jeunes,! ont! une! perte! brutale,! bilatérale! ou! séquentielle,! de! la! vision! centrale! qui!
aboutit! dans! la! majorité! des! cas! à! une! cécité! bilatérale.! L’ADOA=1! est! responsable! d’une! perte!
progressive!et!bilatérale!de!la!vision!centrale!chez!les!jeunes!enfants,!causée!par!la!dégénérescence!
des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine.!Cette!pathologie!est!caractérisée!par!des!mutations!dans!le!
gène! codant! la! protéine! OPA1! (Carelli! et! al.! 2004;! Yu=Wai=Man! et! al.! 2011).! Nous! aborderons! la!
pathologie! de! l’ADOA=1! plus! ! en! détail! dans! la! partie! suivante.! Ces! deux! neuropathies! optiques!
présentent!une!pénétrance! incomplète! laissant!penser!que!des! facteurs!environnementaux!ou!des!
gènes! modificateurs! de! la! sévérité! peuvent! être! responsables! des! différences! symptomatiques!
observées.!Des!formes!syndromiques!de!ces!deux!pathologies!avec!des!atteintes!extra=oculaires!ont!
été! rapportées,! comme!des!myopathies,! une! ataxie! ou! des! dystonies! (Amati=Bonneau! et! al.! 2008;!
Bruyn! and!Went! 1964;! Hudson! et! al.! 2008;! Novotny! et! al.! 1986).! De! plus,! les! atteintes! oculaires!
décrites! dans! la! maladie! de! LHON! ou! de! l’ADOA=1! ont! été! détectées! chez! des! patients! atteints!
d’autres! pathologies! mitochondriales,! comme! la! maladie! de! MELAS! (Mitochondrial!
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Encephalomyopathy,! Lactic!Acidosis,! Stroke=like!episodes)!ou! le! syndrome!de!Leigh! (Maresca!et!al.!
2013).!





code! une! protéine! ubiquitaire! de! 179! acides! aminés! dont! la! fonction! est! encore! inconnue.! La!
protéine! OPA3! comporte! une! séquence! d'adressage! et! a! été! localisée,! comme! la! protéine! OPA1,!
dans! la!membrane! interne!mitochondriale! (Grau! et! al.! 2013).! Le! gène! TMEM126a,! ou!OPA7,! code!
pour!une!protéine!de!la!membrane!interne!mitochondriale!dont!la!fonction!est!encore!inconnue!à!ce!
jour.! Les! mutations! de! ce! gène! aboutissent! à! une! forme! non! syndromique! d’atrophie! optique!
récessive!(Hanein!et!al.!2009).!
Des! anomalies! optiques! peuvent! s’ajouter! aux! symptômes! de! pathologies!
neurodégénératives! comme! la! maladie! de! Parkinson! ou! d’Alzheimer.! En! effet,! des! problèmes!
d’acuité! visuelle! (Jones! and! Fangman! 1992),! de! perceptions! des! couleurs! (Silva! et! al.! 2005)! et! de!
dégénérescence! du! nerf! optique! (Archibald! et! al.! 2009)! ont! été! décrits! chez! les! patients!
Parkinsoniens.!De!même,! l’analyse!des! rétines!post!mortem!de!patients! atteints! de! la!MA!montre!
une! diminution! du! nombre! de! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (Hinton! et! al.! 1986;! Sadun! and!
Bassi!1990),!données!confirmées!par!de!nombreuses!études!récentes!(Maresca!et!al.!2013).!
I. 6. 3. Les mitochondries : cibles thérapeutiques 
Comme!nous!venons!de! le!voir,!des!dérégulations!des!mitochondries! sont! impliquées!dans!
l'étiologie! de! nombreuses! maladies,! ce! qui! en! fait! une! cible! de! choix! pour! des! stratégies!





le! traitement! de! LHON! ont! été! publiés! (Huang! et! al.! 2002),! mais! le! manque! d’études! cliniques!
d’envergure! avec! une! cohorte! conséquente! de! patients! ne! permet! pas! de! conclure! sur! les! effets!
bénéfiques!de!cette!molécule.!De!plus,!le!Coenzyme!Q!est!très!lipophile!ce!qui!rend!difficile!son!accès!
à!la!mitochondrie!quand!le!traitement!est!administré!par!voie!orale!(Geromel!et!al.!2002).!Cependant,!
d’autres! études! cliniques! montrent! que! le! Coenzyme! Q! permet! de! ralentir! la! progression! de! la!
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maladie!de!Parkinson!juvénile!(Kerr!2010;!Storch!et!al.!2007).!Enfin,!une!combinaison!de!coenzyme!
Q10! associé! à! la! vitamine! E! améliore! l’état! neurologique! des! patients! atteints! de! l’ataxie! de!
Friedreich!(Hart!et!al.!2005).!!
L’idebenone,! un! analogue! du! Coenzyme! Q,! a! également! fait! l’objet! de! phases! cliniques!
notamment!pour!la!maladie!de!LHON!(Mashima,!Hiida,!and!Oguchi!1992).!De!nombreux!rapports!ont!
montré! les!effets!positifs!de! l’idebenone!sur! les!symptômes!des!patients!atteints!de!LHON,!comme!
l’amélioration! de! l’acuité! visuelle,! surtout! chez! les! patients! pris! en! charge! dès! le! début! du!
développement! de! la! maladie! (Carelli! et! al.! 1998;! Klopstock! et! al.! 2011;! Mashima! et! al.! 2000;!
Newman!2011;!Sabet=Peyman!et!al.!2012;!Yu=Wai=Man!et!al.!2014).!Des!travaux!récents!ont!mis!en!
évidence! l’importance! de! maintenir! l’idebenone! sous! sa! forme! réduite,! non! toxique,! qui! est! plus!
efficace! (Haefeli! et! al.! 2011).! Les! formes! réduites! seraient! régénérées! par! l’activité! de! l’enzyme!









fonctions!visuelles! (Sadun!et!al.!2013).!Cette!piste!encourageante! reste!à!être! testée! lors!d’études!
cliniques!plus!poussées.!!
D’autres! stratégies! thérapeutiques! émergent,! visant! à! réguler! la! transcription! des! facteurs!
impliqués! dans! la! biogenèse! mitochondriale.! En! effet,! le! cofacteur! PGC1α! est! un! régulateur!
important!de!l’activité!mitochondriale.!Par!son!intéraction!directe!avec!SIRT1!(sirtuine!1),!PGC1α!est!
déacétylé,! ce! qui! augmente! son! activité! et! donc! la! transactivation! de! gènes! cibles! (Rodgers! et! al.!
2005).! Il! interagit! notamment! avec! le! facteur! de! transcription! PPARγ! (peroxisome=proliferator=
activated! receptor! γ).! Les! drogues! rosiglitazone,! pioglitazone! et! troglitazone,! utilisées! dans! le!
traitement!du!diabète!de!type!2,!sont!des!activateurs!du!récepteur!PPARγ.!Un!autre!composé!de!la!
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chez! les!animaux!modèles!de! la!maladie!de!Parkinson! (Khan!et!al.! 2010),!de!Huntington! (Ho!et!al.!
2010;! Maher! et! al.! 2011),! d’Alzheimer! (Anekonda! and! Reddy! 2006)! et! de! myopathies!
mitochondriales!(Wenz!et!al.!2008).!
! Enfin,! ces! dernières! années,! la! thérapie! génique! a! été! utilisée! pour! remplacer! le! gène!






associé!à!une!diminution!de! la!dégénérescence!des! fibres!du!nerf!optique.!Une!autre! stratégie!est!
l’expression!allotopique!de!gènes!mitochondriaux!par!la!machinerie!transcriptionnelle!présente!dans!
le!noyau.!La!preuve!de!concept!a!notamment!été!démontré!chez! le!rat!modèle!de!la!pathologie!de!
LHON,!muté! pour! le! gène!mitochondrial! ND4! (m.11778A>G)! (Ellouze! et! al.! 2008).! L’expression! de!
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II. (Dys)fonctions d’OPA1 et Atrophie Optique Dominante 
de type I (ADOA-1) 
Mon!projet!de!thèse!s’est!articulé!autour!de!la!pathologie!de!l’Atrophie!Optique!Dominante!
de! type! 1! (ADOA=1)! et! du! produit! du! gène! responsable! de! cette! rétinopathie,! la! dynamine!OPA1.!
L’ADOA=1!est,!avec!la!neuropathie!optique!de!Leber!(LHON),!la!forme!majoritaire!d’atrophie!optique!
héréditaire!à! caractère!dominant! (Landes!et!al.! 2010).!Afin!de!mieux!comprendre! la!pathologie!de!
l’ADOA=1,!je!traiterai!en!premier!lieu!les!fonctions!de!la!protéine!fusogène!OPA1.!!
 
II. 1. OPA1 : protéine mitochondriale responsable de l’ADOA-1 
OPA1!est!un!acteur!essentiel!dans!la!régulation!de!la!dynamique!mitochondriale!et!intervient!
également! dans! de! nombreuses! fonctions! de! la! mitochondrie.! L’activité! de! la! protéine! OPA1! est!
finement!régulée,!en!fonction!des!signaux!environnementaux!ou!intracellulaires!(Landes!et!al.!2010).!
II. 1. 1. OPA1 et régulations post-traductionnelles 
II. 1. 1. 1. OPA1 : forme courte ou forme longue, quelles fonctions ? 
La!dynamine!OPA1!subit!de!nombreuses!modifications!post=traductionnelles!qui!aboutissent!









2000;!Delettre!et!al.!2001).!Après! la!séquence!d’import!à! la!mitochondrie! (MIS!pour!Mitochondrial!
Import! Sequence! ou! MTS! pour! Mitochondrial! Targeting! Signal)! en! N=terminal,! la! protéine! OPA1!
présente!un!domaine! transmembranaire! (TM1)!puis!deux!autres!domaines!hydrophobes!codés!par!
les!exons!4b!et!5b!(TM2a!et!TM2b),!un!domaine!GTPase,!un!domaine!Middle!et!un!domaine!GED!!








(A)! Représentation! schématique! de! la! protéine! OPA1! et! des! domaines! tels! que! le! MIS!
(Mitochondrial!Import!Signal),!TM!(transmembranaire),!GTPase!et!GED!(GTPase!Effector!Domain).!
(B)!Les!trois!exons!4,!4b!et!5b!sont!alternativement!épissés,!donnant!naissance!à!8!variants!d’ARN!
messagers! (ARNm)!d’OPA1! (ici! schéma!des!protéines).! Les! sites!MPP,!S1! et!S2! représentent! les!
zones! de! clivages! de! la! dynamine! par! différentes! protéases.! (C)! Exemple! de! maturation!
protéolytique! d’OPA1! avec! les! enzymes! YME1L,! OMA1! et! la! protéase!m=AAA,! et! immunoblots!
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Griparic! et! al.! 2007;! Song! et! al.! 2007).! Toutes! les! protéines! OPA1! produites! présentent! le! site! de!
clivage! S1,! alors! que! le! site! S2! est! présent! dans! les! isoformes! générées! à! partir! des! variants!
d’épissage!qui!ont!conservé!l’exon!5b!(Figure!13).!Les!isoformes!d’OPA1!sont!ancrées!à!la!membrane!






la!protéine.!En!effet,! la!disparition!des!formes! longues!de! la!dynamine,!après!un!traitement!par!un!
agent! découplant! qui! fragmente! le! réseau! mitochondrial,! semble! indiquer! l’importance! de! ces!
isoformes! pour! le! processus! de! fusion! mitochondriale! (Griparic! et! al.! 2007;! Guillery! et! al.! 2008;!
Landes!et!al.!2010).!Néanmoins,! les!études!sur!des!mutants!des!sites!de!clivage!S1!et!S2!soulignent!
également! l’importance! des! formes! courtes! dans! le! contrôle! de! la! morphologie! mitochondriale!
(Griparic!et!al.!2007;!Song!et!al.!2007;!Zick!et!al.!2009).!Finalement,! la! réintroduction!combinée!de!
différents!variants!d’OPA1!dans!les!MEFs!indique!la!nécessité!de!la!présence!d’au!moins!une!forme!
longue!et! une! forme! courte!d’OPA1!pour! fusionner! les!mitochondries! dans!des! conditions!basales!
(Song! et! al.! 2007).! Il! a! été! démontré! dans! les! levures! une! interaction! entre! les! formes! longue! et!
courte! de! la! dynamine,! pour! permettre! son! oligomérisation,! nécessaire! à! son! activité! fusogène!
(Meeusen!et!al.!2006;!Zick!et!al.!2009).!!
• Les protéases mitochondriales impliquées dans le clivage d’OPA1 
De! nombreuses! protéases!mitochondriales! sont! impliquées! dans! le! clivage! d’OPA1! (Figure!
13).!Une!fois!la!protéine!OPA1!correctement!adressée!à!la!membrane!interne,!le!signal!d’import!à!la!
mitochondrie! est! clivé! par! la! peptidase! mitochondriale! matricielle! (MPP),! ce! qui! génère! la! forme!
longue! de! la! dynamine.! Des! clivages! additionnels! peuvent! intervenir! au! niveau! des! sites! S1! et! S2!
(Martinelli! and! Rugarli! 2010).! La! protéase! PARL! (Presenilin! Associated! Rhomboïd! Like! protease),!
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La! m;AAA! protéase! (ATP=depedent! protease)! est! ancrée! dans! la! membrane! interne!








indirecte! car! elles! inhibent! l’activité! des!m=AAA! protéases.! Les! isoformes! courtes! s’accumulent! au!
détriment! des! isoformes! longues!dans!des! fibroblastes! de! souris! invalidées! pour! PHB2! (Merkwirth!
and!Langer!2009).!!
La! protéase! YME1L,! une! i;AAA! protéase! (ATP=depedent! protease),! est! responsable! du!
clivage!de!la!protéine!OPA1!au!niveau!du!site!S2!(Anand!et!al.!2014;!Griparic!et!al.!2007;!Shah!et!al.!
2000;!Song!et!al.!2007).!
Récemment,! la! métalloprotéase! indépendante! de! l’ATP,! OMA1,! a! été! impliquée! dans! la!
production!d’isoformes!courtes!d’OPA1.!Les!formes!courtes!et! longues!d’OPA1!sont!présentes!dans!
des!MEFs!Oma1Z/Z!or!les!isoformes!c!et!e,!induites!par!le!clivage!au!niveau!du!site!S1,!sont!absentes.!
OMA1! est! donc! impliqué! de!manière! constitutive! dans! le! clivage! d’OPA1! au! site! S1.! Toutefois,! la!
morphologie!du!réseau!mitochondrial!dans!les!MEFs&Oma1Z/Z&est!normale,!suggérant!que!les!formes!c!
et!e!ne!sont!pas!essentielles!au!processus!de!fusion!(Ehses!et!al.!2009;!Head!et!al.!2009;!Quirós!et!al.!
2012).! En!plus!du! clivage!protéolytique!d’OPA1!à! l’état!basal,!OMA1! intervient!dans! la!maturation!
protéolytique!de! la!dynamine!en!cas!de!stress!cellulaire!comme!la!présence!d’un!agent!découplant!
(CCCP),!l’augmentation!de!la!température!(42°C)!ou!lors!d’un!stress!oxydant!(peroxyde!d’hydrogène)!
(Baker! et! al.! 2014;! Ehses! et! al.! 2009;! Head! et! al.! 2009;! Quirós! et! al.! 2012).! A! l’inverse,! le! clivage!
d’OPA1!en!condition!de!stress!(UVs!ou!traitement!à!la!cycloheximide)!est!inhibé!par!la!protéine!SLP;2!
(Stomatin=like!protein!2)!(Da!Cruz!et!al.!2008;!Tondera!et!al.!2009).!!
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II. 1. 1. 2. OPA1 et acétylation 
! Les! récents! travaux! de! Sadhana! A.! Samant! en! 2013! montrent! que! la! protéine! OPA1! est!
hyper=acétylée,!au!niveau!des!lysines!926!et!931,!en!condition!de!stress!dans!des!cellules!cardiaques,!





La! déacétylation! d’OPA1! permet! de! réactiver! son! domaine! GTPase! et! de! retrouver! un! réseau!
mitochondrial!filamenteux!dans!les!cellules.!SIRT3!protège!donc!les!cellules!d’un!stress!en!régulant!la!
dynamique!mitochondriale!par!l’intermédiaire!de!la!protéine!fusogène!OPA1.!
II. 1. 2. Les fonctions d’OPA1 
II. 1. 2. 1. OPA1, l’acteur de la fusion des membranes internes mitochondriales 
La!fusion!de!la!membrane!interne!est! induite!par!OPA1,!une!protéine!codée!par! le!génome!
nucléaire,! identifiée! au! laboratoire! comme! l’homologue! humain! de! mgm1p! chez! S.& Cerevisiae& et!




L’extinction! de! la! protéine! OPA1! par! interférence! ARN! dans! les! cellules! HeLa! et! Cos=7,! et!
l’invalidation! du! gène! OPA1! dans! des! MEFs! induisent! la! fragmentation! du! réseau! mitochondrial!
(Griparic!et!al.!2007;!Griparic!et!al.!2004;!Olichon!et!al.!2003).!À! l’inverse,! la!surexpression!d’OPA1!
dans! des! MEFs! et! des! NIH3T3,! qui! possèdent! un! réseau! mitochondrial! initialement! fragmenté,!
provoque! l’élongation! de! mitochondries! (Cipolat! et! al.! 2004;! Olichon! et! al.! 2002).! Ces! données!
mettent! en! évidence! le! rôle! fusogène!d’OPA1,! rôle! confirmé!par! des! études!montrant! l’incapacité!
des!mitochondries!dépourvues!d’OPA1!à!fusionner!(Arnoult!2010;!Chen!et!al.!2005a;!Griparic!et!al.!
2007).! De! façon! surprenante,! la! surexpression! de! cette! dynamine! dans! des! cellules! possédant! un!
réseau!mitochondrial!originellement!filamenteux,!provoque!la!fragmentation!des!mitochondries!sans!
inhibition!de!fusion!(Chen!and!Chan!2005;!Cipolat!et!al.!2004;!Griparic!et!al.!2004;!Misaka!et!al.!2002).!
La! fragmentation!pourrait!être!causée!par!une!activation!de! la! fission!due!à!un!excès!de! fusion!ou!
d’une!grande!quantité!d’OPA1!favorisant!le!processus!de!fusion!transitoire.!
































En! condition! physiologique,! OPA1! est! ancrée! dans! la! membrane! interne! et! permet! la!
séquestration!du! cytochrome! c! dans! l’espace! intra=crêtes.!OPA1! intervient! dans! le!maintien!du!
génome!mitochondrial!(ADNmt)!par!l’interaction!de!l’ADN!avec!le!fragment!transmembranaire!de!
la! dynamine.! Suite! à! un! signal! apoptotique,! la! membrane! externe! est! perméabilisée! par!
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apoptotiques,!en!inhibant! le!relargage!du!cytochrome!c!dans!le!cytosol! (Frezza!et!al.!2006).! Il!a!été!
montré! que! le! rôle! anti=apoptotique! d’OPA1! est! indépendant! de! son! action! fusogène!;! il! s’exerce!
grâce! à! son! rôle! dans! le! remodelage! des! crêtes!mitochondriales! (Cipolat! et! al.! 2004;! Frezza! et! al.!
2006).! Les! formes! courtes! solubles! et! longues! de! la! dynamine! participeraient! à! l’élaboration! de!
complexes!au!niveau!de!la!jonction!des!crêtes!mitochondriales,!ce!qui!permettrait!leur!maintien!dans!
une! forme! dite! «! fermée! »! en! conditions! physiologiques! (Darshi! et! al.! 2011;! Frezza! et! al.! 2006)!
(Figure! 14).! Cette! conformation! permettrait! la! séquestration! du! cytochrome! c! dans! l’espace! intra=
crêtes,!où!il!joue!son!rôle!de!transporteur!d’électrons!pour!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!Les!
isoformes!d’OPA1!contenant! l’exon!4!sont! importantes!pour! la!fusion!mitochondriale,!alors!que! les!
formes!contenant!les!exons!4b!et!5b!interviennent!dans!la!régulation!du!relargage!du!cytochrome!c,!
au! niveau! de! la! jonction! des! crêtes! (Olichon! et! al.! 2007).! L’induction! de! l’apoptose!mènerait! à! la!
dissociation! des! complexes! d’OPA1,! à! «! l’ouverture! »! des! jonctions! des! crêtes! et! par! voie! de!
conséquence! à! la! mobilisation! du! cytochrome! c! de! l’espace! intra=crêtes! vers! l’espace!
intermembranaire!(Frezza!et!al.!2006;!Thomas!Landes,!Leroy,!et!al.!2010;!S.!Lee!et!al.!2007;!Scorrano!
et!al.!2002)!(Figure!14).!L’expression!d’un!mutant!d’OPA1!(Q297A)!qui!stabilise!son!organisation!en!
oligomères,! empêche! le! relargage! du! cytochrome! c! et! inhibe! l’apoptose! (Yamaguchi! et! al.! 2008).!
OPA1!jouerait!donc!un!rôle!de!séquestration!du!cytochrome!c.!!
II. 1. 2. 3. OPA1 dans le maintien de l’ADN mitochondrial 
Dans! les! levures!S.! cerevisiae!et!S.!pombe,! il! est! clairement!établi!que! la! fragmentation!du!
réseau!mitochondrial! induite! par! l’inactivation! de! l’un! des! acteurs! de! la! fusion! (Fzo1p,! Ugo1p! ou!!
mgm1p/Msp1p)!s’accompagne!de!la!perte!du!génome!mitochondrial!(Diot!et!al.!2009;!K.!Guan!et!al.!
1993;! Guillou! et! al.! 2005;! Hermann! et! al.! 1998;! Jones! and! Fangman! 1992;! Meeusen! et! al.! 2006;!












L’équipe!de!Guy!Lenaers!a!en!effet!proposé!qu’OPA1! lierait!de!manière!directe! les!nucléoïdes!à! la!
membrane!interne!mitochondriale!par!l’intermédiaire!de!la!séquence!peptidique!codée!par!l’exon!4b!
(Elachouri! et! al.! 2011)! (Figure! 14).! Grâce! à! cette! interaction,! OPA1! contrôlerait! la! réplication! de!
l’ADNmt!et!la!distribution!des!nucléoïdes!sous!la!membrane!interne!mitochondriale.!
II. 1. 2. 4. OPA1 et métabolisme énergétique mitochondrial 
! Etant! donné! la! localisation! d’OPA1! à! la! membrane! interne,! des! liens! directs! ou! indirects!
peuvent!être!supposés!avec!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!Cette!piste!a!été!étudiée!dans!des!
MEFs!où!la!perte!d’OPA1!est!liée!à!une!diminution!sévère!de!la!respiration!cellulaire!et!une!baisse!de!
la! respiration! conduite! par! les! complexes! I,! III! et! V! (Chen! et! al.! 2005a).! De!même,! la! perte! de! la!
protéine!OPA1!dans!les!cellules!Bêta!du!pancréas!provoque!une!diminution!de!l’activité!du!complexe!
IV!menant!à!une!défaut!de!la!production!d’ATP!(Zhang!et!al.!2011).!Les!perturbations!observées!de!la!
chaîne! respiratoire! peuvent! être! expliquées! en! partie! par! une! intéraction! directe! montrée! entre!
OPA1!et!certains!complexes!de!la!chaîne.!Les!travaux!de!Zanna!et!al.!publiés!en!2008!et!réalisés!sur!
des! fibroblastes! humains,! ont!montré! des! interactions! par! co=immunoprécipitation! entre! OPA1! et!
NDUFA9!(sous=unité!du!complexe!I),!une!sous=unité!de!70kDa!du!complexe!II!(flavoprotéine)!et!Core!
2!(sous=unité!du!complexe!III)!(Zanna!et!al.!2008).!
Récemment,! une! étude! a! montré! que! la! protéine! ROMO1! (Reactive! Oxygene! Species!
Modulateur! 1)! interagit! avec! les! formes! courtes! et! longues! d’OPA1,! qui! a! été! montrée! par! des!
expériences! de! co=immunoprécipitation.! Cette! nouvelle! protéine! est! localisée! dans! la! membrane!
interne!mitochondriale!et! semble!être!essentielle!dans! la!gestion!des! stimuli!de! stress!oxydatifs!et!
dans! la! production! d’EAO! (Chung! et! al.! 2006;! Norton! et! al.! 2014).! Ainsi,! lors! d’un! stress! oxydant,!
ROMO1! forme! un! complexe! de! haut! poids! moléculaire! et! induit! l’oligomérisation! d’OPA1,! ce! qui!
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II. 2. ADOA-1, une rétinopathie génétique rare 
L’ADOA=1! est! une! maladie! dégénérative! caractérisée! par! la! perte! progressive! des! cellules!
ganglionnaires!de!la!rétine.!!
La!rétine!est!constituée!d’un!feuillet!externe,!l’épithélium!pigmentaire!et!d’un!feuillet!interne,!
la! rétine! neuro=sensorielle! ou! neurale.! La! rétine! neurale! est! la! partie! de! l’œil! responsable! de! la!
transformation!du!signal!photonique!en!signal!électrophysiologique/électrique.!Elle!est!constituée!de!
divers! types! cellulaires,! dont! les! corps! cellulaires! se! répartissent! en! trois! couches!:! 1)! la! couche!
nucléaire! externe! constituée! des! photorécepteurs! (cônes! et! bâtonnets),! 2)! la! couche! nucléaire!
interne! constituée! de! cellules! bipolaires,! amacrines! et! horizontales)! et! 3)! la! couche! des! cellules!
ganglionnaires.!Les!neurones!établissent!des!synapses!entre!eux!au!niveau!de!la!couche!plexiforme!
externe! (synapses! entre! la! couche! nucléaire! externe! et! la! couche! nucléaire! interne)! et! la! couche!
plexiforme! interne! (synapses! entre! la! couche! nucléaire! interne! et! la! couche! des! cellules!
ganglionnaires).! Les! axones! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (CGR)! forment! le! nerf! optique!




La! dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine,! observée! chez! les! patients!
atteints! d’ADOA=1,! entraîne! donc! une! perte! des! axones! qui! forment! le! nerf! optique! et! par!
conséquent!une!atrophie!du!nerf!optique,!visible!grâce!à!une!analyse!du!fond!de!l’œil.!L’ADOA=1!ou!
atrophie!optique!de!Kjer! (Kjer!1959),!est! la! forme! la!plus! fréquente!d’atrophie!optique!héréditaire!
avec!une!prévalence!allant!de!1/10!000!au!Danemark!à!1/50!000!dans!la!population!générale.!





progressive! de! l’acuité! visuelle! qui! est! le! plus! souvent!modérée! (6/10! à! 2/10)!mais! qui! peut! aussi!
conduire!à!une!cécité! légale! (<1/20),!une!amputation!du!champ!visuel!central! (scotome!central)!et!
une! dyschromatopsie! dans! l’axe! bleu/jaune! appelée! tritanopie! (perturbation! de! la! vision! des!
couleurs).! La! survenue! de! la!maladie! est! qualifiée! d’insidieuse! du! fait! de! l’imprécision! de! l’âge! de!
début.!Elle!est!généralement!découverte!pendant!l’enfance,!vers!l’âge!de!4!à!6!ans,!mais!peut!être!!












































les! cellules! associées.! (B)! Schéma! d’une! cellule! ganglionnaire! de! la! rétine! et! coupe! sagittale!
immuno=histologique! transversale!d’un!œil!humain!montrant! la! rétine!et! le!nerf!optique,!et! les!
zones!myélinisées!(myelinated)!et!non!myélinisées!(unmyelinated).!COX!:!cytochrome!c!oxydase!
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diagnostiquée,! en! fonction! du! niveau! de! perte! d’acuité! visuelle,! plus! tôt! chez! le! nourrisson!
sévèrement! atteint! présentant! un! nystagmus! (Kline! and! Glaser! 1979)! ou! chez! l’adulte! lorsque! la!
perte!est!légère.!L’atteinte!de!très!jeunes!patients!suggère!que!la!maladie!est!congénitale!mais!une!
aggravation!avec!l’âge!est!également!décrite!(Brown!et!al.!1997).!L’ADOA=1!présente!une!pénétrance!
incomplète! et! une! expressivité! intra! et! interfamiliale! très! variable,! pouvant! aller! de! porteurs!





Bonneau! et! al.! 2008;! Hudson! et! al.! 2008;! Zeviani! 2008).! Cette! forme! syndromique! a! été! nommée!
«!ADOA=1!plus!».!En!effet,!en!plus!des!défauts!de!la!vision!observés!chez!les!patients!dès!l’enfance,!
15!%!d’entre!eux!développent!des!atteintes!extra=oculaires!dont!la!principale!est!la!surdité!(Lenaers!
et! al.! 2012).! D’autres! atteintes! peuvent! survenir! plus! tard! dans! la! vie! du! patient! telles! qu’une!
ophtalmoplégie! progressive! externe,! une! ataxie,! une! neuropathie! sensitivo=motrice! et! une!
myopathie! (Lenaers! et! al.! 2012).! Tous! les! patients! analysés! présentent! des! délétions!multiples! de!
l’ADN!mitochondrial!dans!des!biopsies!de!muscles!squelettiques,!témoignant!du!rôle!d’OPA1!dans!la!





II. 2. 2. Profils génétiques des mutations d’OPA1 
Depuis! l’identification!du!gène!OPA1!en!2000!(Alexander!et!al.!2000;!Delettre!et!al.!2000a),!
plus!de!200!mutations!pathogènes!ont!été!rapportées!(Ferré!et!al.!2009)!(mitodyn.org),!réparties!sur!
toute! la! séquence! codante! mais! touchant! majoritairement! le! domaine! GTPase.! Ainsi,! 37! %! des!
mutations! sont! localisées!dans! le!domaine!GTPase,!33!%!dans! le!domaine!dynamine,!18!%!dans! le!
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Bien! qu’aucune! corrélation! génotype=phénotype! n’ait! pu! être! clairement! établie! dans! les!
études!cliniques!à!grande!échelle!(Cohn!et!al.!2007;!Pesch!et!al.!2001;!Puomila!et!al.!2005),!il!existe!
une!corrélation!forte!entre!la!mutation!p.R445H!et!une!forme!syndromique!de!l’ADOA=1!associée!à!la!
surdité.!De! plus,! une! corrélation! entre! des!mutations! faux=sens! du! domaine!GTPase,! responsables!
principalement! d’un! phénomène! de! dominance! négativité,! et! le! phénotype! «! ADOA! plus! »! a! été!
également!décrite.!!
!
II. 3. Implication de la protéine OPA1 dans d’autres pathologies 
Etant!donné!le!rôle!important!de!la!protéine!OPA1!dans!la!morphologie!et!le!fonctionnement!
mitochondrial,!des!dérégulations!de!cette!protéine!pourraient!intervenir!dans!d’autres!pathologies.!!
II. 3. 1. OPA1 et LHON 
Comme! l’ADOA=1,! la!pathologie!de! Leber! (LHON)! s’accompagne!d’une!dégénérescence!des!




Ainsi,! cette! étude! propose! pour! la! première! fois! l’implication! d’OPA1! dans! la! pathogenèse! de! la!
maladie!de!Leber.!Toutefois,!une!autre!étude,!réalisée!un!an!plus!tard!sur!une!plus!grande!cohorte!
de! patients! atteints! de! LHON,!montre! qu’il! n’y! a! pas! de! variant! pathogène! d’OPA1! (Hudson! et! al.!
2010).!De!même,!les!polymorphismes!nucléotidiques!d’OPA1!(rs166850!et!rs10451941)!ne!sont!pas!
ou!peu!retrouvés!chez!les!patients.!Ainsi,!aucune!association!entre!les!variants!génétiques!d’OPA1!et!
l’atteinte! visuelle! des! patients! LHON! n’a! pu! être! confirmée! par! cette! étude.! L’implication! d’OPA1!
dans!la!pénétrance!incomplète!de!la!maladie!de!Leber!est!donc!controversée.!!
II. 3. 2. Le glaucome 
! L’analyse! de! polymorphismes! du! gène! codant! OPA1! a! été! réalisée! chez! une! cohorte! de!
patients! atteints! de! glaucome! à! angle! ouvert,! dit! «!chronique!»! ou! POAG! (Primary! Open! Angle!
Glaucoma).!Cette!pathologie!touche!environ!60!millions!de!personnes!et!représente!la!seconde!cause!
de! cécité! dans! les! pays! développés! (Bunce! and!Wormald! 2006!;! Quigley! and! Broman! 2006).! Deux!
polymorphismes!(SNP!introniques!:!IVS8.4c>t!et!IVS8.32t>c)!ont!été!associés!au!risque!de!développer!
un!POAG!(Powell!et!al.!2003;!Yu=Wai=Man!et!al.!2010).!Toutefois,!les!polymorphismes!du!gène!OPA1!
peuvent! être! considérés! comme! facteurs! de! risques! pour! les! patients! atteints! de! POAG! avec! une!
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tension! intraoculaire! normale! (NTG),! et! non! une! hypertension! (HTG).! Ces! données! restent!
controversées! car! certaines! études! ne! retrouvent! pas! l’association! entre! les! SNP! d’OPA1! et! la!
pathologie! de! POAG! et! proposent! de! refaire! ces! analyses! sur! une! cohorte! plus! importante! de!
patients! (Liu! et! al.! 2007;! Yao! et! al.! 2006).! Une! autre! étude! réalisée! sur! les! souris! transgéniques!
modèles! de! la! pathologie! du! glaucome! montre! que! la! surexpression! d’OPA1! dans! l’œil,! par! des!
adénovirus,!améliore!la!survie!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!à!partir!de!deux!mois!après!le!
début! du! traitement! (Ju! et! al.! 2010).! Ainsi,! OPA1! pourrait! être! une! cible! potentielle! pour! ralentir!
l’apparition!des!symptômes!du!glaucome.!
II. 3. 3. OPA1 et cancer 
De! nombreuses! études! exposées! en! introduction,! dont! celles! menées! par! notre! équipe,!
montrent! que! la! protéine! OPA1! est! impliquée! dans! l’apoptose.! Ainsi,! la! diminution! d’OPA1! par!
interférence!ARN,!dans!des!cellules!humaines! issues!d’adénocarcinomes! (cellules!HeLa),! induit!une!
sensibilité!accrue!des!cellules!à!l’apoptose!(Olichon!et!al.!2007).!A&contrario,!la!surexpression!d’OPA1!
protège! les! cellules! cancéreuses! issues! d’adénocarcinomes! de! poumon! de! la! mort! induite! par! le!
Cisplatine!(Fang!et!al.!2012).!!
De! récents! travaux! ont! montré! que! le! traitement! de! cellules! issues! d’hépatocarcinomes!




à! la! mort! induite! par! le! Sorafenib! (Zhao! et! al.! 2013).! OPA1!pourrait! ainsi! être! une! nouvelle! cible!
thérapeutique! pour! le! traitement! des! hépatocarcinomes,! en! complément! d’un! agent! pro=
apoptotique.!
Enfin,! l’aurilide,!une! autre! molécule! très! étudiée! pour! son! rôle! pro=apoptotique! dans! des!
cellules!cancéreuses!(cancer!de!la!prostate!ou!leucémie)!(Han!et!al.!2006),!accélère!le!clivage!d’OPA1,!
ce! qui! induit! la! fragmentation! des! organites,! la! désorganisation! des! crêtes! et! la! mobilisation! du!
cytochrome!c!(Sato!et!al.!2011).!
!
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II. 4. Les modèles in vitro et animaux de l’ADOA-1 
II. 4. 1. Les modèles in vitro : les cellules de patients atteints d’ADOA-1 
Les! modèles! in& vitro! les! plus! utilisés! dans! l’étude! des! dysfonctions! d’OPA1! sont! des!
fibroblastes! issus! de! biopsies! de! peau! de! patients! atteints! d’ADOA=1.! Le! réseau!mitochondrial! des!
fibroblastes!de!patients!est!normal!ou! fragmenté! (Amati=Bonneau!et!al.! 2009;!Olichon!et!al.! 2007;!









La! respiration! cellulaire! est! diminuée! dans! des! fibroblastes! de! patients! (Agier! et! al.! 2012;!
Chevrollier!et!al.!2008).!La!production!d’ATP,!mesurée!dans!des!biopsies!de!muscle!de!patients,! se!
trouve! diminuée! en! comparaison! avec! le! groupe! contrôle! (Lodi! et! al.! 2004).! Or! ces! dérégulations!
restent! controversées! car! Spinazzi! et! ses! collaborateurs!montrent!qu’il! n’y!a!pas!de!différences!de!
production!d’ATP!et!de!potentiel!de!membrane!mitochondrial!dans!des!fibroblastes!issus!de!patients,!
comparativement! aux! cellules! contrôles! (Spinazzi! et! al.! 2008).! De! même,! dans! des! lignées!
lymphoblastoïdes! issues!de!leucocytes!de!patients,! la!respiration!mitochondriale!reste! identique!au!
contrôle! (Mayorov! et! al.! 2008)! (Figure! 17).! L’existence! et! la! nature! des! défauts! du! métabolisme!
oxydatif,!observé!chez!certains!patients!atteints!d’ADOA=1,!restent!encore!à!élucider.!
II. 4. 2. Les modèles invertébrés 
! Des! mutations! du! gène! eatZ3& chez! Caenorhabditis& Elegans,! codant! un! orthologue! de! la!
protéine!OPA1,!provoquent!une!fragmentation!des!mitochondries!et!une!hypersensibilité!des!vers!au!
stress! oxydant! (induit! par! le! paraquat)! sans! augmentation! de! la! mort! cellulaire! (Kanazawa! et! al.!
2008).! Chez! la! drosophile,! la! mutation! du! gène! dOPA1! à! l’état! homozygote! est! létale! au! stade!
embryonnaire,!tout!comme!chez!la!souris!(Yarosh!et!al.!2008).!Des!mutations!du!gène!dOPA1!à!l’état!
hétérozygote! chez! la! drosophile! provoquent! :! i)! une! augmentation! de! la! production! des! espèces!
actives!de!l’oxygène,!une!sensibilité!au!stress!oxydant,!ainsi!que!des!défauts!dans!l’activité!des!!
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! !
Modèles" RespiraXon" ΔΨ" CI" CII" CIII" CIV" CV" EAOs" ATP" Références"
HeLa((siARN)( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Olichon(A.(et(al.,(2002(
HeLa((siARN)( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Kushnareva(YE.(Et(al.,(2012(
MEFs((siARN)( 5( 5( 5( 5( Chen(H.(et(al.,(2005(
Muscles( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Lodi(R.(et(al.,(2004(
Muscles( 5( 5( 5( 5( 5( Spinazzi(M.(et(al.,(2008(
Fibroblastes( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Chevrollier(A.(et(al.,(2008(
Fibroblastes( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Zanna(C.(et(al.,(2008(
Fibroblastes( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Agier(V.(et(al.,(2012(
Lymphoblastes( 5( 5( 5( 5( 5( Mayorov(V.(et(al.,(2008(
Drosophile( 5( 5( 5( 5( 5( Tang(S.(et(al.,(2009(
Poisson(zèbre( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( 5( Rahn(J.(et(al.,(2013(
Souris(OPA1+/5(
(ré2ne)(






Pour! préciser,! les! cellules! notées! lymphoblastes! sont! en! réalité! des! lignées! lymphoblastoïdes!
issues! de! patients! atteints! d’ADOA=1.! Les! fibroblastes! ont! été! mis! en! culture! et! sont! issus! de!
biopsies! de! peau! de! patients.! Les! muscles! sont! issus! de! biopsies! de! patients! et! ont! été!
directement!analysés.!
!






II. 4. 3. Les modèles vertébrés 
II. 4. 3. 1. Le poisson zèbre 
Plus!récemment,!un!modèle!de!poisson!zèbre!a!été!développé!pour!analyser!les!défauts!de!
développement!associés!à!la!perte!d’OPA1!(Rahn!et!al.!2013).!Cet!animal!possède!une!seule!version!
du! gène! OPA1,! déplété! par! l’utilisation! de! morpholinos! antisens.! Comme! attendu,! ces! mutants!
présentent!des!défauts!dans!la!morphologie!mitochondriale!qui!apparaît!fragmentée!dans!les!cellules!
musculaires.! Les! embryons! présentent! des! défauts! du! développement! tels! que!:! i)! des! yeux! plus!
petits!que!le!contrôle,!ii)!une!circulation!sanguine!anormale,!iii)!des!défauts!de!contraction!cardiaque!
et!iv)!le!ventricule!de!la!partie!postérieur!du!cerveau!agrandi.!De!plus,!les!individus!sont!plus!courts!





énergétiques! mesurés! chez! les! poissons! déplétés! pour! OPA1! pourraient! notamment! expliquer! le!
retard!de!croissance!observé.!
II. 4. 3. 2. La souris B6;C3-Opa1329-355del 





et! les! embryons!meurent! avant!d’atteindre! le! stade!embryonnaire!E12,5.! Les! souris!hétérozygotes!
Opa1+/Z!sont!viables!et!les!axones!du!nerf!optique!apparaissent!désorganisés!et!leur!nombre!diminué,!
dès! la! naissance! (Alavi! et! al.! 2007).! À! 8! mois,! les! souris! hétérozygotes! Opa1+/Z! présentent! des!
mitochondries! fragmentées! et! des! crêtes! mitochondriales! déstructurées! dans! les! axones! du! nerf!
optique,!qui!sont!de!plus!démyélinisés.!La!perte!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!(CGR)!n’est!
visible!chez! les! souris!qu’à!partir!du!13ème!mois!et!devient!massive!à!17!mois.!Des!défauts!électro=
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physiologiques!visualisés!par!l’étude!des!potentiels!visuels!évoqués!ne!sont!détectés!chez!les!souris!
mutantes! qu’à! partir! de! 20!mois.! Enfin,! à! 21!mois,! les! souris! présentent! une!masse! adipeuse!plus!
faible!que!les!souris!contrôles!et!à!22!mois!elles!ont!une!diminution!de! leurs!activités! locomotrices!
(Figure!16).!!
! Les! capacités! cardiaques!de! la! souris!Opa1+/Z! ont!été!étudiées!par!Caffin! F.! et! collègues!en!
2012! (Piquereau! et! al.! 2012).! La! diminution! de! la! protéine! OPA1! a! des! conséquences! sur! la!
morphologie!du!réseau!mitochondrial!dans!les!cellules!cardiaques.!La!masse!mitochondriale!n’est!pas!
affectée!mais!de!nombreux!amas!de!mitochondries!sont!observés!dans!la!cellule!et!elles!présentent!
une! plus! grande! hétérogénéité! de! forme! et! de! taille,! ainsi! que! des! crêtes! altérées.! La! diminution!
d’OPA1! a! peu! de! conséquences! sur! les! propriétés! oxydatives! des! mitochondries! des! cellules!
cardiaques,!que!ce!soit!sur!le!plan!des!capacités!respiratoires!ou!sur!le!couplage!entre!oxydation!et!
phosphorylation.! Enfin,! en! conditions! physiologiques,! les! souris! Opa1+/Z! possèdent! une! fonction!
cardiaque! identique!et!une! fréquence!cardiaque!normale.!Toutefois,! lors!d’un! stress!pathologique,!
tel! que! l’induction! d’une!hypertrophie! cardiaque!par! constriction! chirurgicale! de! l’aorte,! les! souris!
mutantes! présentent! une! hypertrophie! plus! élevée! et! des! altérations! plus! sévères! de! la! fonction!
cardiaque.!!
II. 4. 3. 3. La souris B6;C3-Opa1Q285STOP 
Le!second!modèle!d’haploinsuffisance!de!la!pathologie!ADOA=1!est!une!souris!transgénique!
possédant! une!mutation! non! sens! (Q285X)! qui! provoque! la! troncation! de! la! partie! de! la! protéine!
située!au!début!du!domaine!GTPase!et!codée!par!l’exon!8!(Davies!et!al.!2007).!Comme!la!précédente,!
cette!mutation!entraîne! la!diminution!de!moitié!de! la!quantité!de! la!protéine!OPA1.!Les!embryons!




rétine! révèle,! dès! 10! mois,! une! atrophie! de! l’arborescence! dendritique! des! CGR! de! souris!
hétérozygotes,! alors! que! les! effets! cliniques! ne! se! déclarent! qu’à! partir! du! 12ème! mois.! La!
dendropathie! touche! spécifiquement! les! neurones! ON! de! la! sublamina! b,! qui! connectent!
directement!le!thalamus,!et!ne!touche!pas!les!neurones!OFF!de!la!sublamina!a,!connectés!au!cortex.!




                                                                                                                                              Introduction 
! 75!
démyélinisés! très! tardivement,! au! 24ème! mois,! toutefois,! le! nombre! d’axones! reste! constant! et!
comparable!aux!souris!contrôles!(Davies!et!al.!2007;!White!et!al.!2009)!(Figure!16).!




qui! entraîne! la! dégradation! de! la! dynamine! et! donc! un! phénomène! d’haploinsuffisance.! Les!
embryons!homozygotes!meurent!au!stade!E10,5.!En!revanche,!les!souris!hétérozygotes!présentent!la!
même!espérance!de!vie!que!les!souris!homozygotes!sauvages!de!la!même!portée.!Comme!attendu,!
les!mitochondries!apparaissent! fragmentées!dans! les! fibroblastes!et! les! cellules!de!Müller! (cellules!
gliales!de!la!rétine)!des!souris!mutantes.!Les!électrorétinogrammes!ne!révèlent!pas!de!réels!défauts!
dans! les! souris! mutantes,! toutefois! elles! présentent! une! dégénérescence! axonale! et! une!
démyélinisation!prématurée!de!ces!axones!à!partir!du!5ème!mois,!ainsi!qu’une!diminution!du!nombre!
de!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!d’environ!40!%!à!9!mois!et!50!%!à!16!mois.!Contrairement!au!
phénotype! humain! associé! à! cette! mutation,! responsable! d’une! atrophie! optique,! les! souris!
présentent!une!forme!syndromique!de! la!pathologie!dite!«!ADOA=1!plus!»!avec!des!atteintes!extra=
oculaires.! En! effet,! dès! 5! mois! les! souris! commencent! à! avoir! des! problèmes! d’audition! et! sont!




d’un! dysfonctionnement! du! métabolisme! mitochondrial.! De! plus,! les! souris! présentent! une!
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III. L’état redox : un équilibre entre Espèces Actives de 
l’Oxygène et défenses antioxydantes 
III. 1. Les Espèces Actives de l’Oxygène 
III. 1. 1. Réactions d’oxydo-réduction et état redox 
L’état! d’oxydo=réduction! (redox)! reflète! un! équilibre! dynamique! entre! l’oxydation! et! la!
réduction! de! molécules! dans! la! cellule.! L’oxydation! !correspond! à! une! perte! d’électrons! et! la!
réduction!à!un!gain!d’électrons.!Une!molécule!est!oxydante!quand!elle!a!la!possibilité!de!gagner!un!
électron,!elle!passe!alors!d’un!état!oxydé!à!un!état! réduit.!Une!molécule!réductrice!est!capable!de!
céder! un! électron,! elle! passe! donc! d’un! état! réduit! à! un! état! oxydé.! Ainsi! les! réactions! redox!
correspondent! à! un! processus! de! transfert! des! électrons.! Les! deux! états,! réduit! et! oxydé,! d’une!
même!molécule! forment!un!couple! redox!avec!un!potentiel! redox!qui! leur!est!propre,!noté!E°.!Un!
agent! réducteur! puissant! possède! un! potentiel! redox! négatif! alors! qu’un! agent! oxydant! puissant!
présente!un!potentiel!redox!positif.!En!présence!de!deux!couples!redox,! le!transfert!d’électrons!est!
possible!dans!le!sens!croissant!des!E°.!
Le! potentiel! redox! intracellulaire! est! la! résultante! de! l’état! redox! (rapport! des! formes!
oxydées! et! réduites! d’un! couple! redox)! de! couples! prépondérants! dans! la! cellule! comme! le!
glutathion.! L’oxydation!de! faibles!quantités!de! glutathion! réduit! (GSH)! en! glutathion!oxydé! (GSSG)!
peut!changer!ce!rapport!et!donc!l’état!redox!général!de!la!cellule.!D’autres!couples!redox!tels!que!les!
quinones!ou!la!vitamine!E!conditionnent!l’état!redox!du!glutathion!lui=même.!!
III. 1. 2. Définition et nature des Espèces Actives de l’Oxygène 
Les!Espèces!Actives!de! l’Oxygène!(EAO)!sont!des!espèces!dérivées!de! l’oxygène!sous! forme!
de! radicaux! libres! ou! de! molécules! (Calderon! and! Roberfroid! 1988.;! Gomez=Cabrera! et! al.! 2012;!
Gutteridge!1994;! Liu!et! al.! 2014;!Venditti! et! al.! 2013)! (Figure!18!A).!Un! radical! libre!peut!être!une!
molécule!ou!un!atome!neutre!ou!chargé,!qui!a! la!particularité!de!porter!un!électron!célibataire!(ou!
non! apparié)! sur! sa! couche! externe.! Cette!molécule,! généralement! instable,! est! capable! de! réagir!
plus! ou! moins! rapidement! avec! d’autres! molécules! environnantes!:! en! arrachant! un! électron!
(réduction)!ou!en!cédant!un!électron!(oxydation).!Ces!réactions!radicalaires!conduisent!souvent!à!la!
formation!d’un!nouveau! radical,! phénomène!pouvant! se! propager! par! des! réactions! en! chaîne.! La!
molécule!d’oxygène!possède!deux!électrons!non!appariés!sur!sa!couche!externe!et!a!tendance!à!!
! !









































de! l’oxygène.! Cette!molécule! a! une! demi=vie! très! courte.! Elle! est! peu! diffusible!mais! constitue! le!
précurseur! d’autres! EAO,! comme! le! peroxyde! d’hydrogène! (H2O2).! O2.=! peut! également,! en!
compétition!avec!la!réaction!de!dismutation,!oxyder!les!agrégats!Fer=Souffre!des!déshydratases.!
Le!peroxyde!d’hydrogène!(H2O2)!est!produit,!en!parallèle!de!l’oxygène,!lors!de!la!dismutation!
spontanée! de! l’anion! superoxyde! avec! des! protons.! Cette! molécule! est! plus! stable! et! diffuse!
librement! dans! les! milieux! aqueux! et! lipidiques.! H2O2! n’est! pas! réellement! un! radical! mais! par!
réduction! mono=électronique,! il! donne! naissance! à! un! des! radicaux! les! plus! réactifs,! le! radical!
hydroxyle.!
Le! radical!hydroxyle! (.OH)!peut!être!produit!suite!à!de!nombreuses!réactions!:! i)! la!scission!
homolytique! de! la! liaison! =O=O=! de! l’H2O2! qui! donne! 2! .OH,! ii)! la! réaction! de! Fenton! induit,! en!
présence!d’ions!ferreux!(Fe2+)!et!de!peroxyde!d’hydrogène,!la!formation!d’ions!ferriques!(Fe3+)!et!de!
radical!hydroxyle,! iii)! la! réaction!d’Haber!Weiss!qui!donne!naissance!à! cette!molécule!en!présence!
d’O2.=!et!d’H2O2!et!enfin,!iv)!ce!radical!peut!être!généré!par!la!réaction!du!monoxyde!d’azote!(NO.)!et!
de! O2.=! dans! certains! types! cellulaire! (cellules! endothéliales,! neurones,! macrophages).! Le! radical!
hydroxyle! a! une! très! grande! réactivité! et! oxyde! pratiquement! toutes! les! molécules! avoisinantes!
comme!les!acides!nucléiques,!les!protéines,!les!acides!gras!polyinsaturés!et!les!glucides.!
Les! radicaux! alkyles! (R.)! et! peroxyles! (ROO.)! sont!générés!par! l’action!oxydante!du! radical!
hydroxyle! sur! les! acides! gras!polyinsaturés.!Ces! réactions!en! chaînes! sont!donc! responsables!de! la!
peroxydation!lipidique.!!






III. 2. Origines des EAO dans la cellule 
! Les!origines!des!EAO!sont!résumées!dans!le!tableau!B!de!la!figure!18.!
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III. 2. 1. La mitochondrie 
La!mitochondrie!est!le!site!majeur!de!production!cellulaire!des!EAO.!En!effet,!dans!les!cellules!
non! phagocytaires,! elle! représente! le! siège! de! 80!%! de! la! production! intracellulaire! d’EAO! totaux!
(Turrens! 2003).! Une! faible! proportion,! 2! à! 6! %,! de! l’oxygène! n’est! pas! totalement! transformé! en!
molécules! d’eau! par! la!mitochondrie,! donnant! lieu! à! une! réduction!mono=électronique! de! l’O2! en!
anion!superoxyde!(Dröge!2002;!Gomez=Cabrera!et!al.!2012;!Turrens!1997;!Turrens!2003).!
III. 2. 1. 1. Site de production des EAO 
Les! sites! principaux! responsables! de! la! production! mitochondriale! des! EAO! sont! les!
complexes! I,! II! et! III! de! la! chaîne! respiratoire.! La! part! respective! de! chacun! des! complexes!
dépendrait! du! type! cellulaire,! des! substrats! disponibles! et! des! conditions! expérimentales! (Popa=
Wagner!et!al.!2013;!Ray!et!al.!2012).!Le!complexe!I,!qui!contrôle!majoritairement!la!respiration!et!la!
production!d’ATP!dans! le! cerveau,! est! considéré! comme!un! site!majeur! de! la! production!des! EAO!
dans! ce! tissu! (Davey! et! al.! 1998;! Robinson! et! al.! 1998;! Schapira! 1998).! Cette! production! se! fait!
majoritairement! lors! du! transport! reverse! des! électrons,! du! succinate! (complexe! II)! vers! le! NAD+!
(complexe! I)! (Liu! et! al.! 2002;! Selivanov! et! al.! 2011;! Turrens! and! Boveris! 1980;! Votyakova! and!




Le! complexe! III! est! responsable!de! la! production!d’O2.=! par! l’intermédiaire!du! coenzyme!Q!
sous! sa! forme! ubisemiquinone,! comme! il! a! été! montré! lors! d’analyses! réalisées! dans! le! tissu!
cardiaque!de!rat!(Turrens!et!al.!1985).!!
Certains! travaux!ont! récemment! révélé!que!des!EAO!pouvaient!également!être!générées!à!
partir!du!complexe! II.!C’est! le!cas!chez! les!plantes! (Gleason!et!al.!2011)!ou! lors!de! la! formation!de!
tumeurs!de!manière!contrôlée!par!le!facteur!HIF=1alpha!(Guzy!et!al.!2005).!
III. 2. 1. 2. Modulation de la production des EAO mitochondriales 
La!production!d’O2.=!par!les!complexes!I,!II!et!III!est!un!processus!non!enzymatique,!contrôlé!
par!la!loi!d’action!de!masse.!Elle!dépend!de!la!concentration!en!oxygène!et!de!l’état!de!réduction!des!
transporteurs! de! la! chaîne! respiratoire.! La! concentration! en! oxygène! a! un! effet! direct! sur! la!
production!de!radicaux!libres.!Une!hyperoxie!(à!partir!de!60!%!d’oxygène)!induit!une!augmentation!
de!la!quantité!de!ces!molécules!réactives!(Turrens!et!al.!1985;!Turrens!et!al.!1982).!En!suivant!la!loi!
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d’action!de!masse,!lors!d’une!hypoxie!(1!à!5!%!d’oxygène),!la!production!d’EAO!devrait!être!diminuée.!
Or,! de! façon! surprenante,! de! nombreuses! études! montrent! une! augmentation! de! la! production!
d’EAO!par!la!mitochondrie!(principalement!le!complexe!III)!(Guzy!et!al.!2005;!Li!et!al.!2012;!Schroedl!
et!al.!2002).!Toutefois,!en!anoxie!(0!à!0,5!%),!la!production!d’EAO!diminue!(Schroedl!et!al.!2002).!De!
nombreuses! hypothèses! ont! été! soulevées,! comme! par! exemple! l’implication! d’une! signalisation!
faisant!intervenir!le!monoxyde!d’azote!(NO)!(Cooper!and!Davies!2000).!En!hypoxie,!le!NO!inhiberait!
le! complexe! IV! ce! qui! augmenterait! l’état! de! réduction! des! complexes! en! amont! et! donc! la!
production!d’anion!superoxyde.!
Lors!d’un!apport!excessif!de!substrats!par!rapport!aux!réels!besoins!énergétiques!de!la!cellule!
(rapport!ATP/ADP!élevé),! l’arrivée!massive! d’électrons! sans! dissipation! du! potentiel! de!membrane!
par!l’ATP!synthase!peut!être!à!l’origine!d’une!surproduction!d’EAO.!Ainsi,!l’hyperglycémie!augmente!
la!production!d’EAO!(Nishikawa!et!al.!2000).!!
Des!molécules! endogènes!ou!des! agents!pharmacologiques! comme! la! roténone! (inhibiteur!
du!complexe! I),! le!malonate! (inhibiteur!du!complexe! II),! l’antimycine!ou! le! céramide! (inhibiteur!du!
complexe! III),! le! monoxyde! d’azote! ou! le! cyanure! (inhibiteurs! du! complexe! IV),! ou! l’oligomycine!





lors! d’un! découplage! modéré! entre! le! fonctionnement! de! la! chaîne! respiratoire! et! celui! de! l’ATP!
synthétase,! les! transporteurs!d’électrons! sont!dans!un!état!plutôt!oxydé!et! la!production!d’O2.=!est!




oxydant! notables! (Vidal=Puig! 2000).! De! même,! des! agents! pharmacologiques,! comme! le! FCCP!
(Carbonyl! cyanide=p=trifluoromethoxyphenylhydrazone)! ou! le! CCCP! (Carbonyl! cyanide! m=
chlorophenyl!hydrazone),!activent!la!chaîne!respiratoire!jusqu’à!son!maximum,!entraînent!une!chute!
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III. 2. 2. Les sources non mitochondriales 
Les! NADP(H)! oxydases,! ou! NOX,! sont! des! enzymes! membranaires! qui! produisent! l’anion!
superoxyde!à!partir!de!deux!molécules!d’oxygène!et!d’un!équivalent!réduit,!le!NADPH.!Des!isoformes!
phagocytaires! qui! interviennent! dans! les! processus! d’inflammation! font! l’objet! d’une! abondante!
littérature!(Kleikers!et!al.!2012;!Kobayashi!et!al.!2001;!Lambeth!and!Neish!2014;!Paclet!et!al.!2007;!
Sedeek!et!al.!2013).!La!NADPH!oxydase!neuronale!contribue!à!la!signalisation!neuronale,!à!la!mise!en!





substrats! difficilement! oxydables! par! le! cytochrome! P=450! entraînent! la! production! d’anion!
superoxyde!(Martiny!and!Miteva!2013;!Renault!et!al.!2014).!!
Les! oxydases! produisent,! à! partir! de! l’oxygène! moléculaire,! l’anion! superoxyde! lors! de!
réactions!cataboliques.!Les!oxydases!se!situent!principalement!dans!les!péroxysomes!(péroxydases),!
dans! le! cytosol! (xantine! oxydase)! et! à! la! membrane! externe! des! mitochondries! (monoamines!
oxydases).! Ces! dernières! sont! impliquées! dans! le! catabolisme! des! monoamines! (dopamine,!
noradrénaline,!sérotonine,!…)!(Bansal!and!Kanwar!2013;!Cantu=Medellin!and!Kelley!2013).!!
La! lipoxygénase! et! la! cyclooxygénase! qui! synthétisent! les! eïcosanoïdes! (leucotriènes,!
prostaglandines,! prostacyclines,! thromboxanes)! à! partir! de! l’acide! arachidonique,! produisent!
également! des! EAO! tels! que! le! radical! hydroxyle! ou! des! ROO.! (Kawamura! et! al.! 2014;! Krieg! and!
Fürstenberger!2014).!
!































Ce!schéma!résume! les! réactions!enzymatiques!qui!aboutissent! à! la!détoxification!complète!des!
Espèces!Actives!de!l’Oxygène!(EAO)!(notées!en!rouge).!Les!3!enzymes!principales!(notées!en!vert)!
sont! les! superoxydes! dismutases! (SOD1,! 2! et! 3),! la! catalase! et! la! glutathion!peroxydase! (GPX).!
Cette! dernière! fait! intervenir! le! glutathion! sous! sa! forme! réduite! (GSH)! et! oxydée! (GSSG),! le!
principal!piégeur!d’EAO!de!la!cellule.!En!parallèle,!plusieurs!réactions!moléculaires!peuvent!avoir!
lieu!à!partir!de!dérivés!oxygénés,!comme!la!réaction!de!Fenton!et!d’Haber!Weiss!qui!aboutissent!
à! la! production! du! radical! hydroxyle,! le! plus! réactif! et! donc! le! plus! délétère! pour! la! cellule.!
D’autres! réactions! à! partir! de! radicaux! oxygénés! et! de! l’oxyde! nitrique! (NO)! aboutissent! à! de!
nombreuses!espèces!nitrosées!dont!le!peroxynitrate!(ONOO.).!
!
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III. 3. 1. Les enzymes 
Plusieurs! enzymes! dégradent! directement! les! EAO! (Liochev! 2013;! Matés! and! Sánchez!
Jiménez!1999;!Tokarz!et!al.!2013)!(Figures!19!et!20).!!
Les!superoxydes!dismutases!(SOD)!(Huang!et!al.!2012;!McCord!and!Fridovich!1969a,!McCord!
and! Fridovich! 1969b;! Milani! et! al.! 2013),! assurent! la! dismutation! de! l’anion! superoxyde! (O2.=)! en!
peroxyde! d’hydrogène! (H2O2)! et! oxygène! (O2).! Trois! isoformes! de! la! SOD! sont! présentes! chez!







La! catalase! est! une! enzyme! héminique,! qui! décompose! H2O2! en! eau! et! en! oxygène.! Son!
activité!est!inhibée!en!présence!d’une!concentration!en!H2O2!supérieure!à!100!µM.!Elle!est!présente!
dans!les!peroxysomes!et!dans!les!mitochondries!(Figures!19!et!20)!(Sies!2014).!!
Les! glutathion! peroxydases! (GPx),! enzymes! à! sélénium,! décomposent! H2O2! en! eau! et! en!
oxygène,!et!les!hydroperoxydes!(ROOH)!en!eau!et!alcool,!en!présence!de!glutathion!réduit!(GSH).!La!
GPx1,!présente!dans!le!cytosol!et!la!matrice!mitochondriale,!joue!un!rôle!majeur!dans!la!plupart!des!
tissus.! La! GPx2,! cytoplasmique,! a! une! expression! tissulaire! très! faible,! mis! à! part! dans! le! tractus!
gastro=intestinal.! L’isoforme! GPx3! est! essentiellement! présente! dans! le! plasma.! Enfin,! l’isoforme!
GPx4,! appelée! aussi! hydroxyperoxyde! glutathion!peroxydase,! exerce! son!action! spécifiquement! au!





les! souris! invalidées!pour! le!gène!SOD2! (Sod2=/=)!présentent!une! létalité!néonatale!associée!à!une!
cardiomyopathie,!une!accumulation!massive!de!lipides!dans!le!foie!et!des!diminutions!drastiques!de!
l’activité! d’enzymes! mitochondriales! contenant! des! agrégats! Fe=S! (aconitase,! succinate! et! NADH!
déshydrogénases)!(Li!et!al.!1995).!Une!étude!sur!des!souris!hétérozygotes!Sod2+/=!âgées!de!3!mois,!
montre!des!signes!de!dommages!oxydatifs!de!l’ADN!mitochondrial,!une!altération!du!rendement!!


















glutathions! peroxydases! (GPx).! Il! existe! 3! isoformes! de! SODs! localisées! dans! différents!
compartiments! :! SOD1! (cytosol! et! espace! intermembranaire! mitochondrial),! SOD2! (matrice!
mitochondriale)! et! SOD3! (extracellulaire).! GPx! est! présent! sous! 4! isoformes! :! GPx1! (cytosol! et!
matrice),!GPx2! (cytosol),!GPx3! (extracellulaire)! et!GPx4! (membrane! plasmique).! La! catalase! est!
présente!dans!deux!compartiments!:!les!peroxysomes!et!la!mitochondrie.!
!
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III. 3. 2. Les molécules « piégeurs » 
Les! principaux! systèmes! antioxydants! non! enzymatiques! de! la! cellule! sont! le! plus! souvent!
lipophiles! (vitamine! E,! coenzyme! Q! ou! ubiquinone! et! caroténoïdes)! ou! hydrophiles! (vitamine! C,!
glutathion).! Sous! leur! forme! réduite! respective,! ces!molécules! sont! capables!de!piéger!de!manière!
plus! ou!moins! efficace,! les! radicaux! libres! (O2.=,! .OH! et! ROO.).! Ces!molécules! peuvent! provenir! de!
l’alimentation! comme! les! vitamines! C! et! E! ou! les! caroténoïdes! et! peuvent! également! être!
synthétisées! par! l’organisme! (glutathion,! coenzyme! Q)! (Ashor! et! al.! 2014;! Bolhassani! et! al.! 2014;!
Brandmeyer!et!al.!2014;!Carvalho!et!al.!2014;!Rizvi!et!al.!2014).!
Le!coenzyme!Q,!localisé!dans!les!membranes!biologiques,!agit!comme!piégeur!d’EAO!sous!sa!
forme! réduite,! et! comme! transporteur! d’électrons! pour! la! chaîne! respiratoire! où! il! constitue! une!
source!essentielle!d’anion!superoxyde.!!
L’acide! α;lipoïque,!molécule! amphiphile! et! coenzyme! nécessaire! à! l’activité! de! différentes!





protège! les! cellules! des! dommages! oxydatifs! induits! par! les! EAO.! Il! est! le! maillon! essentiel! de! la!
régulation! de! la! présence! de! ponts! disulfure! (=S=S=)! sur! les! chaînes! peptidiques.! Le! GSH! est! le!
cofacteur! spécifique! des! GPx,! qui! ont! pour! rôle! de! réduire! H2O2! ou! les! ROOH! en! eau! et! ROH!
respectivement!(Figure!19).!Le!GSH!est!lui=même!piégeur!de!radicaux!libres!tels!que!les!radicaux!O2.=,!
êOH!et!ROO..!La!régénération!du!GSH!à!partir!du!GSSG!est!réalisée!par!la!glutathion!réductase!(GR)!en!
présence!de!NADPH,!H+.! Le! stockage! cellulaire!du! glutathion! se! fait! pour! 90! !%!dans! le! cytosol! et!







III. 4. La voie de signalisation du facteur de transcription NRF2 
La! détoxification! des! EAO! peut! passer! par! l’utilisation! de! molécules! «! ARE! (Antioxidant!
Responsive!Element)! inducers!»!qui!activent! la! translocation!de! facteurs!de!transcription! impliqués!
dans!l’activation!de!l’expression!d’enzymes!de!détoxification,!présentant!la!séquence!ARE!au!niveau!
de!la!région!promotrice!du!gène!(Hu!et!al.!2010).!NRF2!(Nuclear!Factor!(Erythroid=derived!2)=Like!2)!
est! un! facteur! de! transcription! capable! d’activer! ces! gènes,! ce! qui! représente! une! des! principales!
voies!de!détoxification!de!la!cellule.!Cette!protéine!orchestre!la!signalisation!des!EAO!à!la!fois!dans!
les!conditions!physiologiques!et!pathologiques.!Outre!l’homme,!la!souris!et!le!rat,!des!orthologues!de!
NRF2!ont!été! identifiés! chez! le!nématode! (Tullet!et!al.!2008),! la!drosophile! (Sykiotis!and!Bohmann!
2010),!et!le!poisson!(M.!Kobayashi!et!al.!2002).!
NRF2!est!un! facteur!de!transcription!appartenant!à!une! famille!comprenant!NRF1,!NRF2!et!
NRF3! (Sykiotis!and!Bohmann!2010).!NRF2!a!un!rôle!majeur!dans! le!contrôle!de! la!détoxication!des!
xénobiotiques! électrophiles,! d’oxydants! et! de! molécules! chimiques! pro=oxydantes.! Ce! rôle!
physiologique!confère!aujourd’hui!à!ce!régulateur!une!importance!grandissante!chez!l’homme!dans!
la!protection! contre!des! stress! environnementaux!et! vis=à=vis!de! la! carcinogenèse! chimique!et!des!
pathologies!inflammatoires!aigües!ou!chroniques.!!
Lorsque! la! cellule! est! dans! un! état! réduit,! Keap1! (Kelch=like! ECH=associated! protein! 1)! est!






oxydé! sur! ses! résidus! cystéines,! ce!qui! induit! la!dissociation!du! complexe!Keap1/NRF2.!NRF2!n’est!
alors! plus! ubiquitinylé,! sa! demi=vie! augmente! significativement! et! il! s’accumule! dans! le! noyau! des!
cellules!via&un!transport!actif!grâce!à!un!signal!de!localisation!nucléaire!(NLS)!(Jain!et!al.!2005).!




Des! inducteurs! exogènes!ou! endogènes,! tels! que! les! EAOs,! induisent! une!dissociation!de!NRF2!
d’avec! Keap1,! ce! qui! empêche! l’ubiquitination! de! NRF2! et! donc! sa! dégradation! par! le!
protéasome.! Après! une! phosphorylation! de! NRF2! par! une! série! de! kinases,! le! facteur! de!
transcription! est! transloqué! au! noyau! pour! se! lier! aux! séquences! ARE,! en! s’associant! avec!
d’autres! facteurs! de! transcription! comme! les! Mafs.! Cette! association! forme! un! complexe!



















comme! ERK! et! JNK! qui! sont! des! régulateurs! positifs! de! la! voie! NRF2! et! p38MAPK,! un! régulateur!
négatif!(Keum!2012).!Les!sites!de!phosphorylation!ne!sont!pas!encore!décrits!pour!ces!kinases.!!
Une! fois! dans! le! noyau,! NRF2! s’associe! sous! forme! d’hétérodimère! avec! l’un! des! trois!
membres!de! la! famille!des!protéines!Maf! (MafF,!MafG,!ou!MafK)! (Kobayashi!and!Yamamoto!2006)!
(Figure!21).!Ce!complexe!se!lie!spécifiquement!à!un!site!de!reconnaissance!à!l’ADN!appelé!ARE!pour!
«! Antioxidant! Responsive! Element! »! ou! encore! EpRE! pour! «! Electrophile! Response! Element! »,!
présents! dans! les! régions! régulatrices! de! ses! gènes! cibles.! NRF2! reste! le! facteur! de! transcription!
majeur!dans!l’activation!des!gènes!qui!présentent!les!séquences!ARE!(Itoh!et!al.!1997).!!
Le! répertoire! de! gènes! régulés! par! le! facteur! de! transcription! NRF2! a! été! révélé! par!
l’utilisation!de!puces!à!ARN!(microarray)!(Kobayashi!and!Yamamoto!2006).!Plus!de!200!gènes!ont!été!
répertoriés!comme!cibles!de!NRF2!et!codent!entre!autre!des!enzymes!antioxydantes!(SOD1,!SOD2,!
catalase,! peroxyredoxine),! des! enzymes! du! métabolisme! du! glutathion! (glutathion! reductase,! γ=!
glutamyl=cystéine! ligase),! des! enzymes! impliquées! dans! le! métabolisme! des! thiols! (thioredoxine!
reductase!1,!thioredoxine!1),!des!enzymes!de!phase!II!(NQO1!«!NADPH:quinone!oxydoréductase!1!»,!
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III. 5. Les effets délétères des EAO 









disulfures.! Des!modifications! irréversibles! et! non! spécifiques! provoquent! aussi! la! dégradation! des!
acides! gras! polyinsaturés! (péroxydation! lipidique)! (Roberts! and! Morrow! 2000).! Des! dommages! à!
l’ADN!par!l’oxydation!des!bases!azotées,!principalement!au!niveau!de!la!guanine!qui!une!fois!oxydée!
donne! la! 8=hydroxy=2’=desoxyguanosine! (8=OHDG),! sont! également! rencontrés! (Valavanidis! et! al.!
2009).!
III. 5. 2. EAO et maladies neurodégénératives 
Bien! que! de! nombreuses! études! aient! révélé! le! rôle! central! des! dérégulations! de!
l’homéostasie!redox!dans! la!genèse!de!pathologies,!nous!ne!donnerons!que!des!exemples!associés!
aux!maladies!neurodégénératives!et!au!vieillissement!en!général.!










de! la! pathogenèse! des! maladies! neurodégénératives! sont! très! étudiées! et! notamment! celle! de!
l’implication! des! EAO! dans! la! mort! neuronale! (Navarro=Yepes! et! al.! 2014).! Pour! donner! quelques!
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exemples,!l’analyse!du!statut!redox!à!l’aide!de!sondes!comme!roGFP!montre!que!les!souris!APP/PS1,!
modèles! de! la!maladie! d’Alzheimer,! ont! un! potentiel! redox! élevé! et! un! stress! oxydatif! localisé! au!
niveau!des!neurites,!à!proximité!des!plaques!amyloïdes!(Xie!et!al.!2013).!Un!autre!modèle!de!la!MA!
montre! des! altérations! profondes! des! complexes! I! à! IV! de! la! chaîne! respiratoire! mitochondriale!
associées!à!une!augmentation!du!taux!d’anion!superoxyde!intra=mitochondrial!et!du!taux!d’EAO!dans!
le! cytosol! (Rhein! et! al.! 2009).! De!même,! les! souris!ParkinZ/Z,!modèles! de! la!maladie! de! Parkinson,!
présentent!une!diminution!de! la! respiration!mitochondriale!et!du! taux!de!protéines!antioxydantes!
(Palacino!et!al.!2004).!Enfin,!on!observe!une!augmentation!de!radicaux!libres!dans!la!moelle!épinière!
de! souris! mutantes! SOD1G93A,! modèles! de! la! SLA,! qui! s’accompagne! de! la! dégénérescence! des!
motoneurones!(Liu!et!al.!1998;!Vehviläinen!et!al.!2014).!!
III. 5. 3. La théorie radicalaire du vieillissement 
III. 5. 3. 1. Le vieillissement 
Le! vieillissement! s’accompagne! d’une! altération! globale! d’un! ensemble! de! fonctions!
physiologiques!et!d’une!susceptibilité!plus!élevée!de!développer!différentes!maladies!(Bossy=Wetzel!
et!al.!2003;!Liochev!2013;!Mattson!and!Magnus!2006;!Venditti!et!al.!2013;!Venkataraman!et!al.!2013).!
La! théorie! radicalaire! explique! ces! altérations! par! l’accumulation! de! molécules! oxydées! et! leurs!
conséquences!comme!l’apparition!de!mutations!dans!l’ADN!mitochondrial!et!nucléaire,!ainsi!que!par!
la! carbonylation! des! protéines,! leur! dénaturation! et! leur! agrégation,! aux! côtés! de! l’oxydation! des!
lipides.! Il! y! aurait! une! corrélation! inverse! entre! la! durée! de! vie! et! les! dommages! oxydatifs.! Cette!
théorie!a!été! formulée!pour! la!première! fois!par!Harman,!en!1956,!avant!même!que! la!pertinence!
biologique! des! radicaux! libres! ait! été! démontrée! (Harman! 1956).! Plusieurs! arguments!mettent! en!
avant! l’implication! des! radicaux! libres! dans! les! mécanismes! du! vieillissement.! Une! élévation! des!
marqueurs!biologiques!du!stress!oxydant!comme!la!8=oxo=guanine,! le!dialdéhyde!malonique!(MDA)!
et! les! isoprostanes!a!été!observée!au!cours!du!vieillissement!de!nombreuses!espèces! (Lane!2003).!
Par! ailleurs,! des! études! récentes! de! la! variation! du! transcriptome! au! cours! du! vieillissement,! y!
compris!chez!le!singe,!ont!révélé!l’induction!de!plusieurs!gènes!codant!des!enzymes!antioxydantes!et!
la!répression!de!gènes!de! la!chaîne!respiratoire,!révélatrices!d’une!adaptation!au!cours!du!temps!à!
un! état! cellulaire! pro=oxydant! (Kayo! et! al.! 2001).! Enfin,! l’efficacité! des!mécanismes! de! réparation!
cellulaire! comme! le! protéasome,! les! protéines! chaperones,! plusieurs! enzymes! réductrices! et! les!
systèmes!de!réparation!de!l’ADN!diminue!avec!l’âge,!ce!qui!contribue!à!l’accumulation!d’anomalies!
dans!la!cellule!(Kirkwood!and!Shanley!2005;!Kirkwood!2005;!Sohal!and!Orr!2012;!Sohal!2002a,!Sohal!
2002b).! Les! cellules! se! comportent! comme! si! elles! avaient! un! «! capital! anti=stress! »! dont!
l’épuisement! conduit! au! vieillissement.! Ainsi,! toute! condition! environnementale! ou! génétique!




III. 5. 3. 2. Le vieillissement cellulaire ou sénescence 
Au! niveau! cellulaire,! le! vieillissement! est! dénommé! sénescence,! un! état! irréversible! dans!
lequel! les! cellules! endommagées! ne! prolifèrent! plus,! mais! demeurent! métaboliquement! actives!
(Ben=Porath! and!Weinberg! 2005;! Bischof! et! al.! 2009).! La! sénescence! est! un!processus!moléculaire!
complexe! activé! par! différents! stimuli.! Dans! les! conditions! physiologiques,! les!mitoses! successives!
induisent! la!sénescence!dite!réplicative.!Elle!est!provoquée!par! le! raccourcissement!des! télomères,!
inhérent!à!la!division!cellulaire!et!reconnu!comme!un!dommage!à!l’ADN.!Ce!raccourcissement!active!
les! protéines! inhibitrices! du! cycle! cellulaire! comme! p21cip1/waf1,! p53,! p16! et! Rb! (protéine! du!
rétinoblastome)!et!mène!finalement!à! la!sénescence!par!épuisement!du!potentiel!réplicatif!(Brown!
et!al.!1997;!Takai!et!al.!2003).!Toutefois,!la!sénescence!peut!aussi!être!déclenchée!indépendamment!
de! la! longueur! des! télomères,! en! présence! de! diverses! sources! de! stress! comme! des! oncogènes,!
rayons!UV!ou! le!stress!oxydant.!On!parle!alors!de!sénescence! induite!prématurément!par! le!stress!
(SIPS).!Elle!passe!par!la!cavéoline=1,!la!voie!de!ERK1/2!(extracellular!signal!regulated!kinases!1!and!2)!
et! celle! de! p38! MAPK! (mitogen! activated! protein! kinase)! qui! activent! également! les! protéines!
inhibitrices!du!cycle!cellulaire!(Ben=Porath!and!Weinberg!2005;!Bischof!et!al.!2009).!
III. 5. 3. 3. Sénescence, EAO et mitochondries 
! L’origine! de! l’accumulation! d’EAO! dans! la! cellule! induite! lors! du! vieillissement! est!
principalement!mitochondriale!(Sastre!et!al.!2003;!Viña!et!al.!2003).!En!effet,!la!mitochondrie!est!non!
seulement! une! des! principales! sources! d’EAO! intracellulaires,! mais! aussi! la! cible! directe! de! leurs!
conséquences!délétères.!Les!fonctions,!la!morphologie!et!le!renouvellement!des!mitochondries!sont!
altérés!au!cours!du!vieillissement,!notamment!en!raison!de!l’accumulation!de!mutations!somatiques!
de! l’ADN!mitochondrial,!une!cible!privilégiée!des!EAO!produites!par! la! chaîne! respiratoire.!Comme!
exemple,! le! nématode! C.& Elegans! muté! pour! mev=1,! déficient! pour! le! complexe! II! de! la! chaîne!
respiratoire,!présente!des!dommages!oxydatifs!et!une!diminution!de!30!!%!de!sa!durée!de!vie.!Ces!
vers! subissent! donc! un! vieillissement! accéléré! et! le! traitement! par! des! composés!mimétiques! des!
activités! SOD! ou! catalase! (EUK=8! et! EUK=134)! restaure! une! durée! de! vie! égale! à! celle! des! vers!
sauvages!(Melov!2000;!Melov!et!al.!2000),!démontrant!un!fois!de!plus!le!rôle!fondamental!des!EAO!
mitochondriales!dans! le!processus!du!vieillissement.!Chez! l’homme,! l’augmentation!des!dommages!
oxydatifs!au!cours!de!l’hyperglycémie!et!du!vieillissement,!mais!aussi!au!cours!de!certaines!maladies!
mitochondriales! (syndromes!MELAS! [Mitochondrial!Encephalomyopathy,! Lactic!Acidosis!and!Stroke!
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like! episodes]! et! MERRF! [Myoclonic! Epilepsy! and! Ragged! Red! Fibres])! ou! neurodégénératives!

















L’Atrophie! Optique! Dominante! de! type! 1! (ADOA=1)! est,! avec! la! neuropathie! optique!
héréditaire!de!Leber!(LHON),!la!forme!majoritaire!d’atrophie!optique!héréditaire.!Cette!rétinopathie!
est! caractérisée! par! une!dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! se! traduisant! par!!
une!atrophie!du!nerf! optique!et!pouvant! conduire!dans! certains! cas! à! la! cécité.!Des!mutations!du!
gène!codant!la!protéine!mitochondriale!OPA1!sont!responsables!de!la!mise!en!place!de!la!pathologie!
de! l’ADOA=1.! Afin! de! mieux! comprendre! les! mécanismes! physiopathologiques! responsables! de! la!
pathogenèse!de!l’ADOA=1,!l’équipe!s’est!intéressée!dans!un!premier!temps!aux!effets!de!la!perte!de!
fonction! d’OPA1! in& vitro.! La! diminution! de! la! protéine!OPA1! (par! stratégie! d’interférence! à! l’ARN)!
dans! des! cellules! HeLa! et! des! cellules! NIH=OVCAR=3,! induit! notamment! une! sensibilité! accrue! des!
cellules!à!l'apoptose!(Olichon!et!al.!2007).!De!même,!cette!sensibilité!aux!stimuli!pro=apoptotiques!a!
été! retrouvée! dans! des! fibroblastes! de! patients! atteints! d’ADOA=1! et! dans! des! cellules! HeLa!
exprimant!différentes! formes!pathogènes!du!gène!OPA1,! et! ce!quels!que! soient! la!mutation!et! les!
mécanismes!engendrés!(haploinsuffisance!ou!«!dominance!négativité!»)!(Olichon!et!al.!2003).!Ainsi,!
les! neurones! ganglionnaires! de! rétine! de! patients! atteints! d'ADOA=1! pourraient! dégénérer! par!
apoptose,!comme!cela!a!été!proposé!pour!la!neuropathie!optique!de!Leber!(Carelli!et!al.!2004).!!
L’ADOA=1!présente!une!pénétrance!incomplète!et!une!variation!des!atteintes!inter=!et!intra=
familiales! qui! la! placent! dans! les!maladies!monogéniques! à! caractère!multifactoriel! (Lenaers! et! al.!
2012).! Environ! 20! %! des! patients! présentent! une! forme! syndromique! de! la! maladie! avec! des!




a!été!explorée!à!partir!de!modèles! invertébrés!de! l’ADOA=1! (Drosophile!ou!C.&Elegans),!de!cellules!
invalidées! pour! OPA1! ou! de! tissus! de! patients,! supposant! l’implication! de! la! dynamine! dans! le!
métabolisme! énergétique! mitochondrial! (Kanazawa! et! al.! 2008;! Tang! et! al.! 2009).! Néanmoins,!
certains! des! résultats! obtenus! restent! controversés! et! les! mécanismes! moléculaires! sont! mal!
identifiés.!!
Afin! de! préciser! les! mécanismes! moléculaires! impliqués! dans! l’étiologie! de! la! maladie! de!
l’ADOA=1,!nous!avons!donc!choisi!de!déterminer!l’interactome!d’OPA1!à!partir!de!neurones!corticaux!
pour!préciser! les!partenaires!clés!de! la!dynamine.!Nous!avons!dans!ce!contexte! identifié!un!acteur!
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central!du!métabolisme!oxydatif!mitochondrial.!Ainsi,!une!partie!importante!de!mon!projet!de!thèse!
s’est! inscrite! dans! un! objectif! global! visant! à! caractériser! l’homéostasie! redox! des! cellules,!
consécutivement! à! la! perte! de! fonction! de! la! dynamine! mitochondriale! OPA1.! Nous! avons!
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RESULTATS 
I. Effets de la diminution d’OPA1 sur l’homéostasie redox et 
conséquences sur la pathogenèse de l’ADOA-1 
I. 1. Contexte et objectifs 
Comme! préalablement!mentionné,! l’expression! de!mutants! pathogènes! d’OPA1! sensibilise!
les! cellules! à! l’apoptose! (Olichon! et! al.! 2007).! Comme! proposé! pour! la! neuropathie! optique!
héréditaire! de! Leber! (LHON),! l’apoptose! pourrait! être! un! mécanisme! de! mort! impliqué! dans! la!
pathologie!de!l’Atrophie!Optique!Dominante!de!type!1!(ADOA=1)!(Valerio!Carelli!et!al.!2004).!Un!des!
mécanismes! majeurs! impliqués! dans! la! mort! cellulaire,! notamment! dans! les! pathologies!
neurodégénératives,!est! le! stress!oxydatif! induit!par!un!excès!EAO! (Federico!et!al.!2012;!Yan!et!al.!
2013;! Yen! et! al.! 2006).! Un! stress! oxydant! endogène! a! souvent! pour! origine! des! dérégulations! du!
fonctionnement!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!Ainsi,!une!des!hypothèses!formulées!quant!
au! rôle! de! la! protéine!mitochondriale!OPA1! dans! la! pathogenèse! de! l’ADOA=1! est! son! implication!
dans! le!métabolisme!oxydatif!mitochondrial.!Rappelons!que,!en!effet,!dans!des!modèles!cellulaires!
ou! animaux! de! l’ADOA=1,! la! respiration! est! diminuée! et! les! activités! des! complexes! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale!sont!altérées!(Agier!et!al.!2012;!Chen!et!al.!2005a;!Chevrollier!et!al.!2008;!
Kanazawa!et!al.!2008;!Lodi!et!al.!2004;!Tang!et!al.!2009).!Toutefois,!ces!résultats!sont!controversés!
par! certaines! études! indiquant! qu’il! n’y! a! pas! de! perturbation! des! fonctions! oxydatives!
mitochondriales!dans!certaines!cellules!de!patients!atteints!d’ADOA=1!(Mayorov!et!al.!2008;!Spinazzi!
et!al.!2008).!!
Pour! clarifier! ce! point,! nous! avons! choisi! de! modéliser! in& vitro! un! mécanisme!
d’haploinsuffisance! d’OPA1! avec! une! stratégie! d’interférence! ARN,! dans! des! cellules! HeLa! et! des!
neurones!en!culture!primaire.!Nous!avons!caractérisé!l’état!du!métabolisme!oxydatif!de!ces!cellules!
dans! lesquelles! l’expression! d’OPA1! est! diminuée.! Sachant! que! des! dérégulations! de! la! chaîne!




























































Souris à 0 mois 
OPA1/Actine 
Souris à 4 mois 
C"
Volontaires"
sains" Age"(ans)" Genre" 2" 2" 2" 2"
C1" 43# M# %# %# %# %#
C2" 28# M# %# %# %# %#
C3" 25# F# %# %# %# %#
C4" new#born# M# %# %# %# %#
C5" %# %# %# %# %# %#
Pa9ents"
ADOA21" Age"(ans)" Genre" Muta9ons"du"gène" Muta9ons"des"protéines" Localisa9on" Caractéris9ques"cliniques"
P1" 20# M# c.1770#G<C# splicing#defect#p?# Exon#18# ADOA%1#
P2" 11# F# c.1334_G<A# p.R445H# Exon#14# ADOA%1#'plus'#et#surdité##
P3" 16# F# c.1146_A<G# p.I382M# Exon#12# ADOA%1#et#surdité#
P4" 51# F# c.2708_2711del# p.(Val903Glyfs*3)# Exon#27# ADOA%1#
P5" 30# F# c.1334_G<A# p.R445H# Exon#14# ADOA%1#'plus'#et#surdité##
P6" 44# M# c.1937_C<T# p.S646L# Exon#20# ADOA%1#et#sclérose#
P7" 10# M# c.1146_A<G# p.I382M# Exon#12# ADOA%1#et#ataxie#
P8" 35# M# c.1635_C<G# p.S545R# Exon#17# ADOA%1#'plus'#et#ataxie#
D"
B" Neurones OPA1/Actine 
*** 






























































cellules!HeLa! (A)! (n=8)! et! des! neurones! (B)! (n=5),! traités! par! siOPA1! (gris)! ou! siCtrl! (blanc).! (C)!




8!patients!atteints!d’ADOA=1! (P1!à!P8),!avec! leur!âge,! leur!genre,! les!mutations!du!gène!et!des!
protéines!associées,! la! localisation!des!mutations!et! les!caractéristiques! cliniques!des! individus.!
U.A!:!Unité!Arbitraire.!
!
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I. 2. Modèles expérimentaux et méthodologie 
I. 2. 1. Les cellules HeLa 
Nous! avons! choisi! d’utiliser! les! cellules! HeLa! comme! modèle! car! celui=ci! a! permis! de!
caractériser! la! plupart! des! fonctions! attribuées! à! OPA1.! Toutes! les! analyses! présentées! ont! été!
réalisées!3!jours!après!transfection!des!cellules!HeLa!par!des!siARN!contrôles!(siCtrl)!ou!ciblant!l’ARN!
messager! d’OPA1! (siOPA1).! La! quantité! d’OPA1!est! systématiquement! diminuée!de! 80! à! 90!%!par!
rapport! aux! cellules! contrôles,! ce! qui! est! considéré! comme! un! phénomène! d’haploinsuffisance!
sévère!(Figure!1A).!
I. 2. 2. Les neurones en culture primaire 
Nous! avons! également! utilisé! un! modèle! de! neurones! en! culture! primaire.! Les! neurones!
corticaux! sont! issus! d’embryons! de! rat! prélevés! au! stade! E17.! Ces! cellules! sont! capables! de!
progresser! d’un! état! immature! à! un! état! mature! ex& vivo& comme! en! témoignent! la! croissance!
neuritique! et! la! mise! en! place! de! synapses! (Bertholet! et! al.! 2013;! Chang! and! Reynolds! 2006).! La!
viabilité!des!neurones!a!été!estimée!par!coloration!au!Bleu!Trypan!et!reste!élevée!jusqu’au!12ème!jour!
de! culture,! atteignant! 85!%.! Au! stade! E17,! le! tissu! nerveux! prélevé! chez! les! embryons! de! rats! est!
constitué! majoritairement! de! neurones! post=mitotiques! (95! %).! La! faible! proportion! de! cellules!
gliales!(prolifératives)!n’est!détectée!qu’à!partir!du!6ème!jour!de!culture!et!représente!environ!7!%!de!
la! population! totale.! Au! cours! des! douze! jours! de! culture,! cette! proportion! augmente,! mais! ne!
dépasse!pas!25!%.! Enfin,! la!maturation!des!neurones!a!été!évaluée!:! la! croissance!neuritique!et! la!
synaptogenèse! ont! été! analysées! par! immunocytofluorescence! à!DIV2,!DIV4,!DIV6,!DIV8,!DIV10! et!
DIV12!(DIV!:!Days!In!Vitro).!Le!réseau!dendritique!ne!cesse!de!s’étoffer!jusqu’au!12ème!jour!de!culture!
ex& vivo! et! les! marqueurs! synaptiques! apparaissent! dès! DIV4,! puis! augmentent! progressivement!
jusqu’à!DIV12.!
Les! analyses! ont! été! réalisées! dans! des! neurones! invalidés! pour! la! protéine!OPA1!par! une!
stratégie!d’interférence!à!l’ARN,!au!6ème!jour!de!culture!car,!à!ce!stade,!les!neurones!sont!considérés!
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I. 2. 4. Les souris OPA1+/- 
Les! souris! hétérozygotes! B6;C3ZOpa1329Z355del! possèdent! des! mutations! au! niveau! du! site!
d’épissage! (c.1065+5G>A)! du! gène! OPA1,! reproduisant! une!mutation! qui! existe! chez! des! patients!
(Alavi!et!al.!2007)!(Figure!C).!Les!analyses!ont!été!réalisées!sur!des!souris!de!4!mois!(n=10)!(environ!
40! %! de! diminution! d’OPA1)! et! 10! mois! (n=6)! (environ! 60! %! de! diminution! d’OPA1).! Les! souris!
contrôles!OPA1+/+!sont!issues!de!la!même!portée!que!les!hétérozygotes.!
!
I. 3. Résultats 
I. 3. 1. Caractérisation du métabolisme oxydatif dans des cellules déplétées pour 
OPA1, par une stratégie d’interférence à l’ARN 
L’équipe! a! précédemment!montré! que! la! diminution! d’OPA1!dans! des! cellules!HeLa! induit!
une! chute! du! potentiel! de!membrane!mitochondrial! (Olichon! et! al.! 2003).! Ces! données! suggèrent!
une! diminution! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire! consécutive! à! la! perte! d’OPA1.! Après! avoir!
confirmé!la!diminution!du!potentiel!de!membrane!dans!les!neurones!(Article!Bertholet!et!al.,!2003,!
partie!III!des!résultats,!Figure!7A),!nous!avons!donc!mesuré!la!consommation!en!oxygène!des!cellules!
HeLa! et! des! neurones! déplétés! pour! OPA1,! à! l’aide! de! la! technique! Seahorse! Biosciences! (XF24!
Analyser)!(Figure!2A!et!B).!Dans!les!deux!modèles,!la!respiration!spontanée!des!cellules!déplétées!en!
OPA1! est! significativement! diminuée! de! 33! (neurones)! à! 40! %! (HeLa)! par! rapport! aux! cellules!
contrôles.! De! plus,! la! respiration! maximale,! en! présence! de! FCCP,! est! au! même! niveau! que! la!
respiration!spontanée,!suggérant!que! la!capacité!respiratoire!de!ces!cellules!est!déjà!au!maximum.!




comme! certaines! sous=unités! de! la! chaîne! respiratoire!mitochondriale! sont! codées! par! le! génome!
mitochondrial!(ADNmt)!et!que!la!protéine!OPA1!intervient!dans!le!maintien!de!l’ADNmt!(Elachouri!et!
al,!2011),!le!nombre!de!nucléoïdes!a!été!déterminé!dans!des!neurones!déplétés!ou!non!pour!OPA1!!













































Complexe II Complexe III 
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Complexe IV Complexe V 
Temps (min) Temps (min) 
Oligomycine FCCP 
Roténone 



































Figure! 2! –! La! diminution! d’OPA1! perturbe! la! quantité! et! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale!








































Complexe I Complexe II 













































































mesurée! par! la! réduction! du! DCPIP! (2,6=dichlorophénol=indophénol),! un! accepteur! artificiel!
d’électrons,! à! 600nm! (Dr! Anne! Lombès,! Paris)! (n=16).! (C)! L’activité! du! complexe! III! a! été!
déterminée!par!la!réduction!du!cytochrome!c,!qui!augmente!l’absorbance!à!550nm!(Dr!Christine!
Demeilliers,! Grenoble)! (n=3).! (D)! L’activité! du! complexe! IV! a! été! mesurée! par! l’oxydation! du!









































































































































































d’HSP60,! de!VDAC!et! de! TOM20,! relatives! à! l’actine,! dans! des! cellules!HeLa! (A)! (n=4=8)! ou!des!
neurones! (B)! (n=4=5)! invalidés!ou!non!pour!OPA1.!T=test!de!Student!apparié,!p<0,001***.!U.A! :!
Unité!Arbitraire.!
!











































































































































































































































































































































(A)!Activités!enzymatiques!mesurées! in&vitro,!à!partir!de! lysat!de!cellules!HeLa! transfectées!par!
siOPA1! ou! siCtrl,! de! la! citrate! synthase,! la! succinate! déshydrogénase,! la! fumarase! et! la!malate!
déshydrogénase! (n=16).! (B)! Taux! intracellulaire! total! de! NADH,! H+! et! de! NAD+! et! rapport!
NAD+/NADH,!H+!mesurés!dans!des!cellules!HeLa! transfectées!ou!non!par! siOPA1!(n=5).!(C)!Taux!
du!lactate!extracellulaire!mesuré!dans! le!milieu!de!culture!de!cellules!HeLa! transfectées!ou!non!
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(Article! Bertholet! et! al.,! 2003,! partie! III! des! résultats,! Figure! 8).! La! perte! d’OPA1! induit,! dans! nos!
conditions,!une!diminution!du!nombre!de!nucléoïdes!dans!des!neurones!en!culture!primaire.!Enfin,!
l’activité! isolée! des! complexes! I,! II,! III! et! IV! in& vitro! indique! que! seul! le! complexe! II! est! diminué!
d’environ!25!%!dans!les!cellules!HeLa!déplétées!pour!OPA1!(Figure!3).!La!diminution!de!la!respiration!






OPA1.! Ainsi,! les! effets! observés! sur! la! chaîne! respiratoire! ne! sont! pas! liés! à! une! diminution! de! la!
biomasse!mitochondriale.!!
La! chaîne! respiratoire! utilise! comme! substrats! le! NADH,! H+! et! le! FADH2,! produits!





enzyme! du! cycle! de! Krebs,! a! également! été! mesurée! mais! les! résultats! seront! présentés! dans! la!
partie!suivante.!Malgré!la!faible!diminution!de!l’activité!de!ces!enzymes,!le!rapport!de!NADH,!H+!sur!
le! taux! de! NAD+! est! stable! dans! les! cellules! HeLa! contrôles! et! traitées! par! siOPA1! (Figure! 5B).! Le!
complexe! I! serait! donc! correctement! alimenté!en! substrats! et! son!activité! intrinsèque! reste! stable!






dans! la!cellule.!De!même,! le!taux!de! lactate!extracellulaire,!reflétant!une!activation!de! la!glycolyse,!
est!identique!dans!les!cellules!HeLa!transfectées!avec!siOPA1!ou!siCtrl!(Figure!5C).!
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I. 3. 2. Impact de la perte d’OPA1 sur l’état redox 
La! diminution! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire! induite! par! la! perte! d’OPA1,! sans!
conséquence!sur!le!fonctionnement!du!cycle!de!Krebs,!suggère!une!dérégulation!de!la!production!de!
radicaux! libres! intra=mitochondriaux.! Nous! avons! donc! mesuré! le! taux! d’EAO! dans! des! cellules!
déplétées!pour!OPA1.!
La!mesure!du!taux!intracellulaire!global!d’EAO!dans!les!cellules!HeLa,!à!l’aide!de!la!sonde!H2=
DCFDA,! indique! que! 48h! après! transfections! avec! siOPA1! (50! %! de! diminution! de! la! protéine),! le!
niveau!total!d’EAO!est!stable!(Figure!6A),!mais!72h!après!transfection,!le!niveau!de!radicaux!libres!est!
significativement! diminué! d’environ! 25! %! (Figure! 6A).! Dans! les! neurones,! le! taux! mesuré! est!
également!diminué!(Article!Bertholet!et!al.,!2003,!partie!III!des!résultats,!Figure!7B).!
Deux! hypothèses! peuvent! expliquer! ce! résultat! :! 1)! la! respiration! est! diminuée! donc! la!
production! d’EAO! est! également! diminuée! dans! les! cellules,! 2)! les! défenses! antioxydantes! de! la!





de! Toulouse),! nous! avons! montré! que! l’activité! de! l’aconitase! diminue! d’environ! 35! %! dans! des!
cellules!HeLa!(Figure!6C)!et!dans!des!neurones!(Figure!6D)!déplétés!pour!OPA1.!La!quantité!d’enzyme!
reste! stable! dans! les! cellules! traitées! ou! non! avec! siOPA1! (Figures! 6C! et! 6D).! Ainsi,! de! manière!
consécutive!à!la!perte!d’OPA1,!le!niveau!d’anion!superoxyde!produit!est!supérieur!à!la!normale.!!
Pour! analyser! l’état! redox! des! cellules! invalidées! pour!OPA1,! nous! avons! dans! un! premier!
temps!déterminé! le! ratio! du! glutathion! réduit! (GSH)! sur! la! forme!oxydée! (GSSG).! Ce! dosage! a! été!




I. 3. 3. Effets de la perte d’OPA1 sur la voie de signalisation de NRF2 
La! perte! d’OPA1! induit! donc! une! augmentation! d’EAO! intra=mitochondriaux! qui! seraient!
tamponnées! par! une! activation! des! défenses! antioxydantes.! L’homéostasie! redox! des! cellules! est!
donc!perturbée!:!la!perte!d’OPA1!induit!un!état!pro=oxydant.!Nous!avons!approfondi!cette!étude!en!!
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(A)!Mesure!du! taux! intracellulaire! total!d’EAO,!à! l’aide!de! la! sonde!H2=DCFDA,!dans!des!cellules!
HeLa! 48h!ou! 72h! après! transfection!par! siCtrl! (blanc)! ou! siOPA1! (gris)! (n=4=5).! (B)! Rapport! des!
formes!réduites!(GSH)!sur!oxydées!(GSSG)!du!glutathion!dans!des!neurones!et!des!cellules!HeLa,!
invalidées!ou!non!pour!OPA1!(n=4).!Activité!de!l’aconitase!mesurée!dans!des!cellules!HeLa!(C)!et!
des! neurones! (D)! après! transfection!par! siOPA1! ou! siCtrl! (n=5).! Immunoblots! et! histogrammes!
représentatifs!des!quantités!protéiques!de!l’aconitase,!relatives!à!l’actine,!dans!des!cellules!HeLa!
(C)! (n=8)! ou! des! neurones! (D)! (n=6)! invalidés! ou! non! pour! OPA1.! T=test! de! Student! apparié,!
p<0,05*.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
!











































































Figure! 7! –! Cinétique! de! translocation! nucléaire! du! facteur! de! transcription! NRF2! dans! des!
cellules!HeLa!de!66h!à!72h!après!transfection!
Histogramme!représentatif!du!pourcentage!de!cellules!HeLa!présentant!un!immuno=marquage!de!
NRF2! au! noyau! (environ! 400! cellules! comptées! par! condition),! 66h,! 67h,! 68h,! 69h,! 70h! et! 72h!
après!transfection!des!cellules!par!siOPA1!ou!siCrtl!(n=4!à!14).!La!diminution!de!la!dynamine!a!été!
vérifiée! par! immunoblot! à! chaque! cinétique! (environ! 80%! d’extinction! de! la! protéine! OPA1)!
(données!non!présentées).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,01**,!p<0,001***.!
!





































































































































des! noyaux! au! Hoechst! dans! des! cellules! HeLa! transfectées! par! siOPA1! ou! siCtrl! puis!
représentation!graphique!du!pourcentage!de!cellules!présentant!un!marquage!nucléaire!de!NRF2!
(300!à!400!cellules!comptées!par!condition)!(n=14).!(B)!Images!et!histogramme!représentatifs!de!



















































































































































Figure! 9! –! Les! niveaux!protéiques! et! les! activités! enzymatiques!des!protéines! cibles! de!NRF2!
sont!augmentées!dans!les!cellules!invalidées!pour!OPA1!par!interférence!à!l’ARN!
(A)! Immunoblots! et! histogramme! représentatifs! de! la! quantité! protéique! de! SOD1! et! SOD2,!
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A" Cellules HeLa 























































NRF2! par! immunocytofluorescence! dans! des! cellules! HeLa! et! des! neurones! traités! ou! non! par! un!





modèles! cellulaires! dont! l’expression! d’OPA1! est! diminuée,! probablement! en! réponse! à! une!
augmentation!du!taux!d’EAO!intracellulaires.!
Nous! avons! alors! déterminé! la! quantité! et! l’activité! de! certaines! enzymes! cibles! de!
NRF2!comme! les! superoxydes! dismutases! 1! et! 2! (SOD1! et! SOD2),! la! catalase,! GSTP1,!NQO1! et! les!
ferritines! (Figures!9!et!10).!Alors!que! la!quantité!et! l’activité!de! la!catalase! restent! stables! (Figures!
10A! et! B),! la! perte! d’OPA1! dans! les! cellules! HeLa! induit! (i)! une! augmentation! d’environ! 40! %! de!
l’activité!de! la!SOD!qui!peut!être!corrélée!à! l’augmentation!de! la!quantité!de!SOD1!de!40!%,!et! (ii)!
une! augmentation! de! 30!%!de! la! quantité! de!GSTP1! (Figures! 9A! et! B,! Figure! 10D).! A! l’inverse,! les!
SOD1!et!2!ne!sont!pas!augmentées!dans!les!neurones!en!culture!primaire!déplétés!pour!OPA1!(Figure!
10C)! alors! que! l’activité! et! de! la! quantité! protéique! de! la! catalase! augmentent! d’environ! 70! %!






































































































































































































































































































et! après! traitement!aigu!par! la! roténone! (500nM,! 1h)! sur! des!neurones! transfectés!par! siOPA1!
(gris)!ou!siCtrl!(blanc)!(n=5).!Test!non!apparié!de!Weilch!p<0,05*.!(C)!Intensité!de!fluorescence!de!




par! la! roténone! (500nM,! 1h),! dans! des! neurones! transfectés! (gris)! ou! non! (blanc)! par! siOPA1!
(n=6=8).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,05*,!p<0,01**,!p<0,001***.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
!
                                                                                                                                                   Résultats 
! 115!
! !







luc24T vs luc48T = *
opa24T vs opa48T = ***
opaNT vs opa24T = **
opaNT vs opa48T = ***
- Rotenone + Rotenone
      24h
+ Rotenone
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Dans! un! premier! temps,! un! stress! oxydant! «!aigu!»! a! été! induit! par! un! traitement! d’une!
heure!avec!500!nM!de!roténone,!puis!les!cellules!ont!été!incubées!3h!dans!un!milieu!reconditionné.!
Alors!que!ce!traitement!pro=oxydant!est!sans!effet!sur!la!population!de!neurones!transfectés!par!le!
siCtrl,! la! viabilité! des! cellules! dont! la! quantité! d’OPA1! est! diminuée! baisse! significativement!
(augmentation!significative!de!7!%!de!la!mortalité)!(Figure!11A).!De!même,!le!pourcentage!de!noyaux!
pycnotiques,! signe! de! la! mort! cellulaire! par! apoptose,! est! plus! élevé! dans! des! neurones! dont! la!
quantité! d’OPA1! (20! %)! est! diminuée,! après! un! traitement! par! la! roténone,! contrairement! aux!
cellules!contrôles!(14!%)!(Figure!11B).!!
Nous! avons! ensuite! analysé! le! statut! des! défenses! antioxydantes! des! cellules! dans! ces!
conditions!(Figure!11D).!Le!traitement!par!la!roténone!induit!une!augmentation!significative!de!25!%!
de! la!quantité!de!SOD1!dans! les!neurones! transfectés!par! le! siCtrl.! Les!quantités!de!SOD2!et!de! la!
catalase!restent!stables.!Ainsi,!les!cellules!du!groupe!contrôle!sont!capables!d’induire!leurs!défenses!
antioxydantes! en! réponse! à! une! augmentation! d’EAO! dans! la! cellule.! Dans! les! neurones! déplétés!
pour!OPA1,!les!quantités!protéiques!de!SOD1,!SOD2!et!de!la!catalase!ne!sont!pas!augmentées!après!
le! traitement!par! la! roténone.!De!plus,! la! quantité!de! catalase,! élevée!dans! les! neurones!déplétés!
pour! OPA1! comme! nous! l’avons! montré! précédemment,! se! trouve! diminuée! de! 37,5! %! après! le!
traitement!par!la!roténone.!Ainsi,!lors!d’un!stress!oxydant!exogène,!les!neurones!déplétés!pour!OPA1!
ne! sont! pas! capables! d’induire! une! réponse! antioxydante,! ni! de!maintenir! un! niveau! d’expression!
élevé! de! la! catalase.! Ces! mécanismes! pourraient! être! à! l’origine! de! leur! sensibilité! à! un! stress!
supplémentaire.!!
Pour! déterminer! l’effet! d’un! stress! prolongé,! ou! «!chronique!»,! nous! avons! incubé! les!
neurones!pendant!24h!et!48h!avec!50!nM!de!roténone!(Figure!12).!Dans!les!deux!cas,!les!neurones!
déplétés!pour!OPA1!sont!plus! sensibles!au! traitement! roténone! (75!%!de!viabilité!à!24h!et!50!%!à!
48h)!que!les!cellules!contrôles!(85!%!de!viabilité!à!24h!et!65!%!à!48h)!comme!le!montrent!les!tests!de!
viabilité.! Il! est! à! noter! que! la! viabilité! de! la! population! neuronale! contrôle! est! diminuée! à! 48h! de!
traitement!alors!qu’elle!n’est!pas!affectée!à!24h.!
Ainsi,! la! perte! d’OPA1! rend! les! cellules! plus! sensibles! aux! stress! exogènes! «!aigus!»! ou!
«!chroniques!».!!
I. 3. 5. Détermination du statut redox chez les souris OPA1+/- modèles de l’ADOA-1 
Dans!un!premier!temps,!nous!avons!déterminé!de!manière!indirecte!le!taux!d’EAO!dans!des!
cortex! de! souris! modèles! de! la! pathologie! de! l’ADOA=1! (OPA1+/Z),! par! mesure! de! l’activité! de!
l’aconitase!(Figure!13A).!A!4!mois,!l’activité!de!l’aconitase!est!diminuée!de!34,5!%!dans!les!souris!!
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Activité!de! l’aconitase!(A)!et!de! la!catalase! (B)!dans!des!cortex!de!souris!sauvages!ou!mutantes!
hétérozygotes! pour! le! gène! OPA1,! âgées! de! 4! (n=10)! et! 10! mois! (n=6).! Histogrammes!
représentatifs!des!quantités!de!l’aconitase!(C)!et!de! la!catalase!(D),!relatives!à! l’actine,!dans!des!
cortex! de! souris! sauvages! ou! hétérozygotes! mutantes! pour! le! gène! codant! OPA1,! âgées! de! 4!
(n=10)!à!10!mois!(n=6).!Histogrammes!représentatifs!des!quantités!protéiques!de!SOD1!(E)!et!de!
SOD2!(F),!relatives!à!l’actine,!dans!des!cortex!de!souris!âgées!de!4!(n=10)!et!10!mois!(n=6).!T=test!
de! Student! non=apparié,! avec! les! corrections! de! Welch’s,! p<0,05*,! p<0,01**.! U.A! :! Unité!
Arbitraire.!
!




gène!OPA1! (diminution! de! 48!%).! La! quantité! protéique!de! l’aconitase! reste! cependant! inchangée!
(Figure!13C).!




Les! quantités! de! SOD1! et! SOD2! ont! été! mesurées! dans! les! cortex! de! souris! sauvages! ou!
mutantes!pour!le!gène!OPA1,!à!4!et!10!mois!(Figures!13E!et!F).!Bien!que!les!quantités!restent!stables!
en!comparaison!au!groupe!contrôle,!la!quantité!de!SOD1!diminue!significativement!de!45!%!chez!les!
souris! mutées,! à! 4! mois.! De! plus,! nous! pouvons! observer! une! augmentation! significative! de! la!
quantité!protéique!de!SOD1!(55!%)!et!de!SOD2!(35!%)!entre!4!et!10!mois!chez!les!souris!OPA1+/Z.!
Les!souris!modèles!de!la!pathologie!de!l’ADOA=1!sont!donc!dans!un!état!pro=oxydant.!!
I. 3. 6. Caractérisation du statut antioxydant de fibroblastes issus de peau de patients 
atteints d’ADOA-1 
Afin! de! déterminer! la! contribution! d’une! altération! des! défenses! antioxydantes! dans! la!
pathogenèse! de! l’ADOA=1,! nous! avons! caractérisé! le! statut! de! la! réponse! antioxydante! dans! des!
fibroblastes!de!patients.!
Dans! un! premier! temps,! nous! avons! déterminé! la! quantité! protéique! d’OPA1! chez! les!
fibroblastes! contrôles! (C1! à! C5)! et! de! patients! (P1! à! P8)! (Figures! 14A! et! B).! Les! cultures! de!
fibroblastes!issus!de!4!patients!expriment!des!niveaux!d’OPA1!inférieurs!au!groupe!contrôle!(P1,!P3,!
P4! et! P7).! De! plus,! nous! pouvons! suggérer! que! les! patients! P1! et! P3! présentent! une!
«!haploinsuffisance!sévère!»!pour!la!dynamine.!Sachant!que!le!ratio!de!la!forme!longue!d’OPA1!sur!la!


































































































La!quantité!de!protéine!OPA1!relative!à! la!quantité!d’actine,!a!été!estimée!par! immunoblot! (A)!
dans!des!fibroblastes!«!contrôles!»!(C1!à!C5)!et!(B)!issus!de!patients!atteints!d’ADOA=1!(P1!à!P8).!
Ces! expériences! ont! été! réalisées! de! 3! et! 6! fois! par! individu.! Cinq! isoformes! d’OPA1! sont!
















































































SOD1 SOD2 Catalase 
GSTP1 NQO1 
Figure!15!–!Les!défenses!antioxydantes!sont!diminuées!chez!certains!patients!atteints!d’ADOA;1!
(A)! Immunoblots! anti=SOD1,! SOD2,! catalase,! GSTP1,! NQO1! et! actine! à! partir! de! lysat! de!
fibroblastes! de! patients! atteints! d’ADOA=1! (P1! à! P8)! et! de! volontaires! sains! (C1! à! C5).! (B)!
Histogrammes! représentatifs! des! quantités! protéiques! des! différentes! enzymes! relatives! à!
l’actine.! Chaque! point! représente! une!moyenne! de! 3! à! 6! expériences! indépendantes! dans! les!
deux!groupes!d’individus.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
!




contrôle.! Rappelant! les! résultats! obtenus! dans! les! neurones! traités! par! sOPA1,! la! quantité! de! la!
catalase! est! plus! élevée! chez! les! patients! P2,! P6! et! P7,! en! comparaison! au! groupe! contrôle.! Cette!
enzyme!serait!donc!activée!en! réponse!à! la!perte!de! fonction!d’OPA1!chez!ces!patients.! Le!niveau!
protéique! de! GSTP1! est! comparable! dans! les! deux! groupes,! seuls! les! fibroblastes! du! patient! P5!
présentent!une!quantité!plus!faible!de!l’enzyme.!Enfin,!bien!qu’hétérogène!chez!les!patients!atteints!
d’ADOA=1,!la!quantité!protéique!de!NQO1!est!élevée!chez!les!individus!P4!et!P7.!!
Suite! à! ces! résultats,! nous! pouvons! proposer! trois! groupes! d’individus! :! 1)! une! population!
dans! laquelle! les!défenses!antioxydantes!sont! induites,! comme!dans!nos!modèles!cellulaires,!2)!un!
groupe!qui!présente!des!réponses!antioxydantes!très! faibles!et!3)!des!personnes!chez! lesquelles! le!
niveau!d’enzymes!détoxifiantes!est!comparable!à!celui!du!groupe!contrôle.!!
!
I. 4. Conclusion 
Mes! travaux! de! thèse! ont! permis! de! déterminer! pour! la! première! fois! l’impact! de!
l’inactivation!d’OPA1!sur!l’homéostasie!redox!(Figure!16).!!
Pour! résumé,! nous! avons! montré! dans! un! premier! temps! que! la! respiration! cellulaire!
spontanée!est!diminuée!significativement,!dans!les!cellules!HeLa!et!les!neurones!traités!par!un!ARN!
interférant!(siOPA1).!La!respiration!n’est!pas!augmentée!après!l’ajout!d’un!agent!découplant,!ce!qui!
suggère! que! la! respiration! des! cellules! déplétées! pour! OPA1! est! déjà! maximale.! La! quantité! de!
certaines!sous=unités!des!complexes!I,!II,!III!et!IV!est!diminuée,!ce!qui!pourrait!expliquer!en!partie!le!
défaut!respiratoire!mesuré!dans!ces!cellules.!!
La! production! d’anion! superoxyde! est! augmentée,! révélée! de! manière! indirecte! par! la!
diminution! de! l’activité! de! l’aconitase! dans! les! deux!modèles! cellulaires! déplétés! pour! OPA1.! Les!
données!issues!des!modèles!in&vitro!ont!été!confirmées!par!l’analyse!in&vivo&dans!des!cortex!de!souris!















































(A)! Représentation! schématique! résumant! les! résultats! obtenus! dans! les! neurones! et! dans! les!
cellules! HeLa,! respectivement! 6! jours! et! 72h! après! transfection! avec! un! siOPA1.! (B)! Schéma!
récapitulatif!du!niveau!intracellulaire!d’EAO!(rouge)!et!des!défenses!antioxydantes!(vert)!suite!à!la!
diminution! d’OPA1! (siARN! ou! mutations! du! gène)! et! des! stress! exogènes! (roténone! ou!
environnement!comme!UVs!ou!hypoxie).!!
!
                                                                                                                                                   Résultats 
! 123!
consécutive! à! la! diminution! d’OPA1.! De! plus,! certaines! enzymes! cibles! de! NRF2,! comme! les!
superoxydes!dismutase!1!et!2!(SOD1/2),!la!catalase!et!GSTP1,!voient!leur!quantité!et/ou!leur!activité!
augmentées.!!
Lors!de! l’application!d’un!stress!oxydatif!exogène!aigu! induit!par! la! roténone,!un! inhibiteur!
du! complexe! I,! les! défenses! antioxydantes! ne! sont! pas! activées! dans! les! neurones! traités! par! un!
siOPA1! et! meurent! plus! que! les! cellules! contrôles.! De! plus,! les! neurones! sont! également! plus!
sensibles! au! stress! chronique! induit! par! un! traitement! roténone! de! longue! durée.! Ainsi,! la! perte!
d’OPA1!sensibilise!les!cellules!au!stress!oxydatif!supplémentaire.!
Le!mécanisme!que!nous!avons!mis!à!jour!pourrait!contribuer!à!la!pathogenèse!de!l’ADOA=1.!
Nous! avons! par! conséquent! caractérisé! le! profil! antioxydant! de! fibroblastes! de! peau! de! patients!
atteints! d’ADOA=1.! Un! groupe! de! patient! répond! comme! les! modèles! cellulaires! que! nous! avons!
analysé,!leurs!défenses!antioxydantes!sont!plus!élevées!que!les!contrôles,!notamment!la!catalase.!De!
façon!intéressante,!certains!individus!présentent!clairement!des!niveaux!protéiques!des!enzymes!de!
détoxification! SOD1!et!2! très! faible.!Nous! suggérons!que! ces!patients! seraient!encore!plus! fragiles!
face! aux! stress! exogènes! tels! que! les! UVs! ou! l’hypoxie,! ce! qui! pourrait! constituer! un! facteur!
aggravant!et!accélérateur!de!la!pathologie.!!
Ces! résultats! ouvrent! de! nouvelles! pistes! pour! la! compréhension! de! la! pathogenèse! de!
l’ADOA=1!et!permet!de!proposer!des!perspectives!thérapeutiques!à!court!terme,!comme!l’utilisation!
de!molécules!antioxydantes!directes!(piégeurs!d’EAO)!ou!indirectes!(ARE=inducers),!pour!prévenir!ou!
ralentir! l’atrophie!optique!et/ou! les! syndromes!extra=oculaires!des!patients.!Ces!données!nous!ont!
permis! de! déposer! un! brevet! d’invention! européen! le! 27! mars! 2014! (n°EP14305448)! «#Method,#
process#and#kit#for#prognosis#of#OPA1#gene#or#OPA1#gene#product.deficit#induced#diseases#».!Dans!
ce!brevet,!nous!proposons!la!mise!en!place!d’un!test!pronostic!pour!les!patients!qui!présentent!des!
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II. Identification des partenaires d’OPA1 par protéomique 
II. 1. Contexte et objectifs 
De! nombreuses! fonctions! sont! attribuées! à! la! protéine! OPA1! comme! la! fusion! des!
membranes! internes! mitochondriales,! le! maintien! de! l’ADN! mitochondrial! et! un! rôle! anti=
apoptotique.!L’identification!des!partenaires!d’OPA1!devrait!permettre!de!préciser! les!mécanismes!







Factor),! une! protéine! localisée! dans! l’espace! inter=membranaire! mitochondrial! et! qui! intervient!
notamment! dans! l’assemblage! et! le! maintien! du! complexe! I! (Polster! 2013).! Ainsi,! le! complexe!




HeLa!(Guillery!et!al.!2008)! (Figure!17A).!De!même,!chez! la! levure!S.&cerevisiae,! la!protéine! !mgm1p!




Récemment,! un! nouveau! partenaire! d’OPA1! a! été! révélé! dans! des! cellules! HEK293!:! la!

























































Quelques! études! révèlent! des! interactants! d’OPA1! en! condition! normale! (normoxie)! (A)! ou! en!
hypoxie!(0,1%!d’oxygène)!(B),!chez!les!mammifères!et!dans!les!levures.!!
!
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l’assemblage! des! protéines! à! feuillets=beta,! et! localisée! à! la!membrane! externe! (Ott! et! al.!
2012).! Ces! résultats! suggèrent! un! rôle! de! ChChd3! comme! protéine! chaperonne! qui! permet! de!
stabiliser! des! complexes! protéiques! intervenant! dans! l’architecture! des! crêtes! mitochondriales! et!
l’import!de!protéines.!!
! Certains! partenaires! d’OPA1! ont! été! révélés! par! des! études! réalisées! sur! des! cellules! en!
hypoxie! (Figure! 17B).! Des! travaux! menés! par! notre! équipe! ont! montré! que! l’adressage! à! la!
membrane!externe!mitochondriale!du!facteur!pro=apoptotique!BNIP3!en!condition!d’hypoxie!(0,1!%!




joue! un! rôle! dans! la! survie! des! cellules! en! condition! d’hypoxie! (0,1!%! oxygène).! Higd=1a! interagit!
uniquement! avec! la! forme! longue!d’OPA1,! ce! qui! suggère!un!domaine!d’interaction!perdu! lors! du!
clivage!d’OPA1,!responsable!de!la!forme!courte.!L’interaction!Higd=1a/OPA1!empêche!le!clivage!de!la!
dynamine! et! par! conséquent! protège! les! cellules! de! la! mort! par! apoptose! induite! en! condition!
d’hypoxie! (An! et! al.! 2013;! Landes! et! al.! 2010).! Ainsi,! OPA1! serait! une! cible! préférentielle! pour!
moduler!les!effets!de!l’hypoxie!sur!les!cellules!et!serait!au!cœur!de!la!balance!survie/apoptose.!
Pour!identifier!les!partenaires!protéiques!d’OPA1,!nous!avons!choisi!de!dresser!l’intéractome!
de! la! dynamine! dans! des! neurones! corticaux! en! culture! primaire,! en! mettant! en! œuvre! des!
expériences! de! co=immunoprécipitation! suivies! d’identification!des! protéines! par! spectrométrie! de!
masse.!!
!
II. 2. Modèle expérimental et méthodologie 
! Pour!obtenir!des!échantillons!exploitables!par!spectrométrie!de!masse,!de!nombreuses!mises!
au! point! ont! été! réalisées.! Ces! étapes! sont! essentielles! dans! une! approche! de! protéomique,! je!
décrirai!donc!plus!précisément!les!mises!au!point!que!j’ai!dû!réaliser!pour!mener!à!bien!cette!étude.!!
II. 2. 1. Le modèle choisi 
Pour! l’identification! de! l’interactome! d’OPA1,! notre! choix! s’est! porté! sur! des! neurones!
corticaux! embryonnaires! en! culture! primaire,! préparation! largement! décrite! et! utilisée! dans! la!
littérature! (Bertholet! et! al.! 2013;! D.! T.! W.! Chang! and! Reynolds! 2006).! D’après! des! analyses!
d’électrophysiologie!réalisées!par!Ambre!Bertholet,!les!neurones!en!culture!primaire!que!nous!!

















































10µg/ml).! La! viabilité! cellulaire! a! été! déterminée! par! coloration! au! Bleu! Trypan,! 9! jour! après!
ensemencement! (n=2).! (B)! Marquage! des! dendrites! par! immunocytofluorescence! anti=MAP2!
réalisée!au!9ème!jour!de!culture!(n=2).!Echelle!:!5µm.!
!
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utilisons! au! laboratoire! ont! une! activité! électrique! dès! 8! jours! de! culture! (Days! In! Vitro! 8,! DIV8)!
(données! non! publiées).! Nous! avons! donc! choisi! d’utiliser! les! cellules! à! DIV9! pour! identifier! les!
partenaires!d’OPA1!dans!des!cellules!matures!et!fonctionnellement!actives.!





















Pour! lier! de! façon! covalente! l’anticorps! utilisé! pour! l’IP! aux! protéines! G! des! billes!
magnétiques!afin!d’éviter!que!les!chaînes!lourdes!et! légères!des!IgGs!présentes!en!grande!quantité!
dans! l’échantillon! masquent! les! peptides! endogènes,! nous! avons! utilisé! le! bissulfosuccinimidyl!
suberate!(BS3,!Sigma),!un!agent!pontant!irréversible.!Les!conditions!expérimentales!que!nous!avons!
retenues,!sont!une!incubation!des!billes!et!de!l’anticorps!avec!5!mM!de!BS3!pendant!30!minutes.!La!
réaction! de! «!cross=link!»! a! été! inhibée! avec! 50!mM! de! Tris! HCL! à! pH=7,5! pendant! 15!minutes! à!
température!ambiante!(Figures!20!et!21).!!
! !
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Figure!19!–!Choix!de!l’anticorps!pour!les!immunoprécipitations!d’OPA1!
Immunoprécipitations! sans! anticorps! (IP=),! avec! un! anticorps! issu! de!
lapin! (polyclonal)! ou! avec! un! anticorps! issu! de! souris! (monoclonal),! à!
partir!de!500µg!de!protéines.!a!:!input!(extrait!protéique)!75µg,!b!:!IP=,!c!:!
IP+! (Lapin),! d! :! IP+! (Souris).! OPA1! a! été! révélé! par! immunoblot! avec!





Immunoprécipitations! sans! anticorps! (IP=)! et! avec! un!
anticorps! issu! de! souris! (IP+)! réalisées! à!partir!de!120µg!de!
protéines.!Les!billes!ont!été!pré=incubées!avec!l’anticorps!en!
présence!de!différentes! concentrations! finales! de!BS3! et! le!
cross=link! a! été! arrêté! pendant! 15!minutes! avec! 50mM! de!





Immunoprécipitations! sans! anticorps! (IP=)! et! avec! un! anticorps!
issu!de!souris!(IP+)!réalisées!à!partir!de!300µg!de!protéines.!Les!
billes!ont!été!pré=incubées!avec!l’anticorps!en!présence!de!5mM!
de! BS3.! L’arrêt! du! cross=link! a! été! effectué! avec! différentes!










OPA1! et! ses! interactants! selon! leur!masse!moléculaire! apparente! afin! de! concentrer! des! espèces!
moins!abondantes!et!permettre!ainsi!une!meilleure! identification!des!peptides!par! le!spectromètre!
de!masse.! Pour! cela,! nous! avons!procédé!à!une! coloration!argentique!du!gel! (Figure!22).!Dans! les!
expériences! 2! et! 3,! les! différentes! isoformes! de! la! protéine! OPA1! sont! visibles! (#).! En! effet,! ces!
expériences! ont! été! réalisées! avec! une! plus! grande! quantité! de! protéines! mitochondriale,!
respectivement!3,8!et!5,5!mg,!que!pour!l’expérience!1!(2,2!mg).!!
Le! spectromètre! de! masse! utilisé! pour! ces! analyses! est! un! MALDI=TOF! de! type! Orbitrap!
(http://3p5.medecine.univ=.=paris5.fr/spip.php?ar'cle1974).! L’ensemble! des! spectres! obtenus! a! été!
analysé!in&silico!à!l’aide!du!logiciel!Mascot.!!
!
II. 3. Résultats 
II. 3. 1. Les données de la protéomique 
La! première! expérience! de! protéomique! a! été! réalisée! à! partir! de! 2,2! mg! de! protéines!
mitochondriales! dans! la! condition! avec! (I+)! ou! sans! (IP=)! anticorps! anti=OPA1! (Figure! 23A).! Après!
avoir!analysé! les!échantillons!par!spectrométrie!de!masse,!32!protéines!ont!été! identifiées!comme!
étant!des!intéractants!potentiels!d’OPA1.!Les!protéines!trouvées!dans!la!condition!IP=!et!IP+!ont!été!
retirées! de! l’analyse! car! elles! sont! considérées! comme! non=spécifiques.! Nous! nous! sommes!
particulièrement!intéressés!aux!protéines!présentant!des!scores!élevés!et!identifiées!avec!plus!de!2!
peptides.!Ainsi,!nous!considérons!pour!cette!première!expérience!15!protéines!partenaires!d’OPA1.!
Pour! affiner! la! recherche! de! partenaires! et! garantir! la! reproductibilité! des! résultats,! nous! avons!
réalisés!l’expérience!deux!fois!de!plus.!Dans!les!expériences!2!et!3,!nous!avons!augmenté!la!quantité!
de! protéines! au! départ! pour! récupérer! un! plus! grand! nombre! de! partenaires! d’OPA1.! Ainsi,! nous!
avons! identifié! 14! et! 25! nouveaux! partenaires! putatifs! d’OPA1,! respectivement.! L’ensemble! des!
protéines!identifiées!dans!chaque!expérience!est!détaillé!dans!la!figure!24.!
Lorsque! que! l’on! regroupe! les! données! obtenues! dans! les! trois! expériences,! seulement! 4!
protéines!sont!détectées!de!façon!reproductible,!dont!OPA1!(Figure!23B).!Retrouver!OPA1!avec!un!
score! (de! 838! à! 4265)! et! un! nombre! de! peptides! très! élevés! (de! 27! à! 110)! dans! chacune! des!
expériences!indique!une!bonne!purification!de!la!dynamine!par!immunoprécipitation.!Les!trois!autres!!
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IP#$ IP+$M$ IP#$ IP+$M$ IP#$ IP+$M$
Expérience*1* Expérience*2* Expérience*3*
****






















Les! 3! gels! représentent! les! 3! expériences! de! protéomique.! Les! surnageants! des! billes,! qui!
contiennent!(IP+)!ou!non!(IP=)!OPA1!et!ses!partenaires!potentiels,!ont!été!déposés!dans!des!gels!
SDS=PAGE,! colorés! ensuite! à! l’argent.! Dans! la! 1ère! expérience,! une! trop! grande! quantité! de!
marqueur! (M)! a! été! déposé! et! a! fui! sur! les! pistes! voisines,! notamment! dans! le! puits! IP=.!Nous!
avons! donc! dilué! le!marqueur! pour! les! deux! autres! expériences.! Les! bandes! intenses! que! l’on!











1" 2,2# 32# 15"
2" 3,8# 20# 14"
3" 5,5# 54# 25"
OPA1" Aconitase" Mitoﬁline" Hexokinase"1"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" 838# 27# 47# 2# 97# 2# 46# 2#
2" 4265 110 145 4 551 13 223 5 
3" 3815 36 36 1 778 17 885 17 
A"
B"
MFN1" MFN2" HSP60" SAM50"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" %# %# %# %# 65# 2# 63# 2#
2" 62 1 - - - - - - 
3" - - 78 2 90 2 158 6 
G3PDH" ATAD3" ATP"synthase"β"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" %# %# 45# 1# 85# 2#
2" 317 8 - - - - 
3" 303 6 117 4 245 5 
C"
VDAC1" VDAC2" VDAC3"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" %# %# %# %# %# %#
2" - - - - - - 
3" 281 4 292 8 193 4 
Figure!23!–!Récapitulatifs!des!3!expériences!de!protéomique!
(A)!Tableau!représentatif!des!3!expériences!réalisées!avec!la!quantité!de!protéines!analysées!par!




les! 3! expériences! de! protéomique! indépendantes.! (C)! Tableau! récapitulatif! des! protéines!
retrouvées! dans! la! littérature! et! celles! qui! ont! été! identifiées! par! 2! des! 3! expériences! de!
protéomique.!
!
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Protéines# Masse#moléculaire## n# Localisa\on# Références#
Aconitase" 86121# 1,#2#et#3# Matrice#mitochondriale# Matasova#LV#and#Popova#TN.#et#al.,#2008#;#Gruer#MJ#et#al.,#1997#
Mitoﬁline" 67477# 1,#2#et#3# MIM# Zerbes#RM.#et#al.,#2012#
Hexokinase"1" 103540# 1,#2#et#3# MEM,#Cytoplasme# Schindler#A.#et#al.,#2013#
HSP60" 61088# 1#et#3# Matrice#mitochondriale# Cappello#F.#et#al.,#2008#
SAM50" 52384# 1#et#3# MEM# Zeth#K.#et#al.,#2010#
G3PDH" 81549# 2#et#3# MIM# Mandal#MK.#et#al.,#2011#
ATP"synthase"su"beta" 56318# 1#et#3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
ATAD3" 66889# 1#et#3# MIM# Shuijie#L.#et#al.,#2011#
MAP1B" 270532# 1#et#3# Cytoplasme# Halpain#S.#et#al.,#2006#
Neuromoduline" 23703# 1#et#3# Cytoplasme# Huang#C.#et#al.,#2013#
DDX46" 117826# 1#et#3# Noyau,#Cytoplasme# Hozumi#S.#et#al.,#2012#
Histone"H1.2" 21974# 1#et#2# Noyau# Harshman#SW.#Et#al.,#2013#
Phosphate"carrier"protein"" 39876# 1# MIM# Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#M.#et#al.,#2013#
HSP90"beta" 83571# 1# Cytoplasme# Eckl#JM.#And#Richter#K.#et#al.,#2013#
T2complex"protein"1"subunit"
alpha" 60835# 1# Cytoplasme# Yebenes#H.#et#al.,#2011#
Spectrin"alpha"chain" 285261# 1# Cytoplasme# Salomao#M.#et#al.,#2005#
LSAMP" 37814# 1# Membrane#plasmique# Qiu#S.#et#al.,#2010#
RUFY3" 53158# 1# Inconnue# Yoshida#H.#et#al.,#2010#
Tubulin"alpha"1B"chain" 50804# 1# Cytoplasme# %#
Histone"H3.1" 15509# 1# Noyau# Harshman#SW.#Et#al.,#2013#
Syntaxin2binding"protein"1" 67925# 1# Membrane#plasmique,#Cytoplasme# jahn#R.#et#al.,#2012#
IgG"1"chain"C" 36493# 1# %# %#
14"3"3"protein"eta" 28365# 1# Cytoplasme# Ubl#A.#et#al.,#2002#
Cryptochrome"1" 66930# 1# Noyau,#mitochondrie# %#
Crea9ne"kinase"B2type" 42983# 1# Cytoplasme# Flint#Beal#M.#et#al.,#2011#
Transla9onal"endoplasmic"
re9culum"ATPase" 89977# 1# RE# Rumpf#S.#et#al.,#2011##
Mitofusine"1" 84649# 2# MEM# Chan#DC.#Et#al.,#2012#
Figure!24!–!Protéines!identifiées!dans!les!différentes!analyses!protéomiques!
Les! protéines! identifiées! ont! été! retrouvées! dans! la! 1ère,! la! 2ème! et/ou! la! 3ème! expérience! de!
protéomique! (n).! Pour! être! validées,! les! protéines! ont! été! identifiées! à! l’aide! d’au! moins! un!
peptide!et!avec!un!score!minimum!de!25.!!
!
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Protéines# Masse#moléculaire# n# Localisa\on# Références#
Malate"déshydrogénase" 36117# 3# Matrice#mitochondriale# Edwards#CB.#Et#al.,#2013#
Complexe"I"su"NDUS1"75kDa"" 80331# 3# MIM# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
Complexe"III"Core"1" 53500# 3# MIM# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
Complexe"IV"COX2" 26096# 3# MIM# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
Complexe"V"ATP"synthase"su"
gamma" 30229# 3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
Complexe"V"ATP"synthase"su"
delta" 17584# 3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
Complexe"V"ATP"synthase"su"
O"" 23440# 3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
NADH2cytochrome"b5"
reductase" 34381# 3# Mitochondrie# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
ADP/ATP"translocase"2"" 33108# 3# MIM# Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#M.#et#al.,#2013#
Tricarboxylate"transport"








member"46" 46580# 3# MIM#
Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#
M.#et#al.,#2013#
Prohibi9ne" 29859# 3# MIM# Mishra#S.#et#al.,#2010#
Prohibi9ne"2" 33292# 3# MIM# Mishra#S.#et#al.,#2010#
VDAC1" 30851# 3# MEM# Colombini#M.#et#al.,#2011#
VDAC2" 32353# 3# MEM# Colombini#M.#et#al.,#2011#
VDAC3" 31178# 3# MEM# Colombini#M.#et#al.,#2011#
TOM70" 68143# 3# MEM# Rapaport#D.#et#al.,#2005#
Mitofusine"2" 86809# 3# MEM# Chan#DC.#Et#al.,#2012#
Mitochondrial"Fission"Factor" 24955# 3# MEM# Chan#DC.#Et#al.,#2012#
MIRO2" 70250# 3# MEM# Niescier#RF.#et#al.,#2013#
Serine/threonine2protein"
phosphatase"PGAM5" 32269# 3# MEM# Wang#Z.#et#al.,#2012#
HSDL1" 37226# 3# Mitochondrie# Meier#M.#et#al.,#2008#
LRPPRC" 157808# 3# Mitochondrie# Mourier#A.#et#al.,#2014#
Cytoplasmic"dynein"1"
intermediate"chain"2" 71533# 3# Cytoplasme# Kuta#A#et#al.,#2010#
RAB2A" 23692# 3# RE/Golgi# Villarroel%Campos#et#al.,#2014#
ADP2ribosyla9on"factor"1"" 20741# 3# Cytoplasme,#golgi# Bui#QT.#Et#al.,#2009#
ADP2ribosyla9on"factor"4" 20498# 3# Cytoplasme# Bui#QT.#Et#al.,#2009#
CEND1" 15091# 3# Mitochondrie# Poli\s#P.#et#al.,#2007#
CDC5L" 92389# 3# Noyau,#Cytoplasme# Zhang#N.#et#al.,#2009#
Stoma9n2like"protein"2" 38504# 3# Membrane#plasmique# Lapatsina#L.#et#al.,#2012#
Synapsine"1" 74114# 3# Cytoplasme# Yamagata#Y.,#2003#
Brain"acid"soluble"protein"1" 21777# 3# Noyau,#membrane#plasmique,#cytoplasme# Mosevitsky#MI.#Et#al.,#2005#
Nucléoside"diphosphate"
kinase"A" 17296# 3# Noyau,#Cytoplasme# Boissan#M.#and#Lacombe#ML.,#2011#
Sideroﬂexine"1" 35808# 3# Membrane#plasmique# Yoshikumi#Y.#et#al.,#2005#
Sideroﬂexine"3" 35696# 3# Mitochondrie# Yoshikumi#Y.#et#al.,#2005#
Armadillo"repeat2containing"
protein"10" 33743# 3# MEM# Lopez%Doménech#G.#et#al.,#2011#
Hemoglobin"subunit"beta"1" 16083# 3# Extracellulaire# %#
SLC3A2" 58150# 3# Membrane#plasmique# Feral#C.#et#al.,#2004#
FAM136A" 16128# 3# Noyau# %#
CCDC127" 30622# 3# Inconnue# %#
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protéines! identifiées! sont! l’Aconitase,! la!Mitofiline!et! l’Hexokinase!1.! Les! scores!et! les!nombres!de!
peptides! sont! élevés! dans! chacune! des! expériences! et! pour! ces! trois! partenaires! potentiels.! Cette!
approche!de!protéomique!nous!a!permis!d’identifier!des!partenaires!d’OPA1!qui!n’ont!jamais!encore!
été!décrits!dans!la!littérature,!l’Aconitase!et!l’Hexokinase.!La!Mitofiline!a!déjà!été!identifiée!comme!
étant! un! intéractant! d’OPA1,! par! une! technique!de! co=immunoprécipitation! dans! les! cellules!HeLa!
(Darshi!M.&2011).!





Cinq! d’entre! elles! sont! localisées! dans! différents! compartiments! de! la! mitochondrie!:! HSP60! est!
matricielle,!SAM50!est!à!la!membrane!externe!et!G3PDH,!ATAD3!et!la!sous=unité!β!de!l’ATP!synthase!
sont,!comme!OPA1,!à!la!membrane!interne!(Figure!23C).!!!
Enfin,! nous! avons! identifié! de! nombreux! candidats! dans! chacune! des! expériences,!
particulièrement! dans! la! 3ème! (Figure! 24).! Nous! pouvons! suggérer! que! le! nombre! important! de!
partenaires! identifiés! peut! être! corrélé! avec! une! quantité! élevée! de! protéines! immunoprécipitées!
(5,5!mg)!dans!cette!expérience.!!
II. 3. 2. La validation des candidats obtenus 
Les!résultats!obtenus!concernant!la!validation!des!partenaires!candidats!d’OPA1!sont!encore!
préliminaires.! Nous! avions! pour! objectif! de! commencer! la! validation! par! des! expériences! de! co=
immunoprécipitation,!réalisées!dans!les!mêmes!conditions!que!l’approche!de!protéomique.!Dans!un!
premier!temps,!nous!avons!choisi!d’analyser!l’interaction!d’OPA1!avec!l’Hexokinase!1!(HK1).!!
Après! avoir! réalisé! des! immunoprécipitations! d’OPA1! à! partir! d’enrichissement!
mitochondriaux!(1,5!mg!de!protéines),!nous!avons!détecté!de!manière!reproductible!l’Hexokinase!1!
(n=3),!ce!qui!constitue!une!première!étape!de!validation!«!d’interaction!»!entre!ces!deux!protéines!
(Figure! 25).! Nous! avons! également! fait! un! test! d’immunoprécipitation! d’OPA1! en! révélant! par!
immunoblot! l’aconitase! et! HSP60! (identifié! dans! 2! des! 3! expériences! de! protéomique).! Nous! ne!
révélons! pas! la! présence! de! ces! deux! protéines! dans! l’échantillon.! Nous! envisageons! donc!
d’augmenter! la! quantité! de! protéines! à! immunoprécipiter! pour! pouvoir! détecter! des! interactions!
potentielles,! car! l’aconitase! et! HSP60! sont! moins! abondantes! que! l’HK1! dans! les! enrichissements!
mitochondriaux!(puits!Mito).!













Après! immunoprécipitation! d’OPA1! (anticorps! anti=
OPA1)! à! partir! de! 1,5mg! de! protéines!
mitochondriales,! révélation! par! immunoblot! des!
partenaires! potentiels! identifiés! dans! les! 3!
expériences!de!protéomique,!comme!l’Hexokinase!1!
(HK1)! (n=3)! et! l’aconitase! (n=1),! et! dans! 2! des! 3!
expériences,!comme!HSP60!(n=1).!
!
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Pour! replacer!OPA1! et! à! l’HK1! dans! un! contexte! cellulaire! intégré,! nous! avons! réalisé! une!
analyse! IPA! (Ingenuity! Pathway! Analysis)! (Figure! 26).! Dans! cette! analyse,! nous! ne! retrouvons! pas!
d’autres! protéines! que! nous! avons! identifiées! dans! les! 3! expériences! de! protéomique,! excepté! la!
protéine!VDAC1!(expérience!3)!(Figure!23C).!
!
II. 4. Conclusion 
La! caractérisation! des! intéractants! d’OPA1! dans! des! neurones! en! culture! primaire! permet!
d’ouvrir! de! nombreuses! pistes! d’études! des! fonctions! et! des! dysfonctions! de! la! dynamine.! Nous!
avons! pu! retrouver! quelques! protéines! déjà! connues! pour! interagir! avec! la! dynamine! comme! les!
Mitofusines! (Guillery! et! al.! 2008)! et! la!Mitofiline! (Darshi! et! al.! 2011).! Les! protéines! identifiées! qui!
n’ont! pas! encore! été! décrites! dans! la! littérature,! comme! l’aconitase! et! l’Hexokinase! 1! (HK1),!
identifiées! dans! les! 3! expériences! de! protéomique,! nous! permettent! de! proposer! de! nouvelles!
perspectives!(confère!discussion!générale)!et!de!mesurer! l’implication!d’OPA1!dans!de!nombreuses!
fonctions!cellulaires.!!
Nous! souhaitons! par! la! suite! valider! les! interactions! des! 3! partenaires! identifiés! 3! fois,!
l’aconitase,! la!Mitofiline!et! l’HK1,!avec!OPA1!par!des!approches!de!co=immunoprécipitations!et!par!





ce! sont! des! interactions! directes,! voire! si! tel! est! le! cas! d’identifier! les! domaines! d’interactions!
protéine=protéine!impliqués,!par!l’utilisation!de!protéines!mutées!dans!des!domaines!ciblés.!Ensuite,!
nous! sélectionnerons! des! candidats! identifiés! dans! une! ou! deux! expériences! de! protéomique! et!
poursuivrons!les!étapes!de!validations!énoncées!ci=dessus.!!
Enfin,! nous! envisageons! de!nous! concentrer! sur! un!ou!deux!partenaires! jugés! intéressants!
afin! de! préciser! l’intérêt! fonctionnel! de! cette! interaction.! La! perte! de! fonction! d’un! des! deux!
partenaires!influence=t=elle!l’activité!et/ou!la!stabilité!de!l’autre!protéine!in&vitro!?!Par!exemple,!nous!
pourrions!introduire!une!forme!pathogène!d’OPA1!(mutation!G300E!humaine)!dans!des!neurones!à!
l’aide!d’un!vecteur! lentiviral!que!nous!possédons!au! laboratoire,! et! vérifier! si! l’interaction!avec!un!
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partenaire!x!est!maintenue,! si!oui,!est=elle! fonctionnelle!?!Si!non,!quels! sont! les!mécanismes! sous=
jacents!qui!perturberaient!cette!interaction!?!!
Ce! travail! d’identification! de! l’interactome!d’OPA1! ouvre! donc! de! nouvelles! pistes! d’étude!
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III. Influence d’OPA1 sur la morphologie des mitochondries 
et sur la maturation neuronale 
III. 1. Contexte et objectifs 
L’implication! de! la! dynamique! mitochondriale! dans! la! maturation! et! le! fonctionnement!















l’ADOA=1! pour! comprendre! l’étiologie! de! la! pathologie! (Amati=Bonneau! et! al.! 2009;! Landes! et! al.!
2010;!Olichon!et!al.!2006)!mais!aucune!piste!concernant!l’implication!d’OPA1!sur!des!effets!précoces,!
comme! la! maturation! neuronale,! n’a! été! étudiée.! Ainsi,! le! travail! d’Ambre! Bertholet,! auquel! j’ai!
collaboré!pendant!ma!thèse,! s’est! inscrit!dans!un!objectif!global!visant!à!déterminer! l’impact!de! la!
protéine!OPA1!sur! la!maturation!neuronale! & ex&vivo.!Ces! travaux!ont! fait! l’objet!d’un!article!publié!
dans!le!journal!Brain!en!2013!(Bertholet!et!al.!2013).!
!
III. 2. Modèle expérimental et méthodologie 
L’équipe! a! choisi! de! travailler! sur! les! conséquences! de! la! perte! de! fonction! de! la! protéine!
OPA1!sur!un!modèle!de!neurones!corticaux!en!culture!primaire,!prélevés!au!stade!embryonnaire!E17!
chez! le! rat!;! modèle! développé! au! laboratoire! par! Ambre! Bertholet! (protocole! dans! la! partie!
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matériels! et! méthodes).! Ces! cellules! sont! capables! de! progresser! d’un! état! immature! à! un! état!
mature!ex&vivo.!
!
III. 3. Résultats 
III. 3. 1. Caractérisation de la morphologie des mitochondries au cours de la 
maturation neuronale 
! Le! réseau! mitochondrial! au! cours! de! la! maturation! neuronale! ex& vivo! apparaît!
majoritairement! filamenteux,! jusqu’au! 12ème! jours! de! culture,! avec! un! pic! d’hyperfilamentation!
transitoire!à!DIV6.!De!plus,!la!quantité!de!la!forme!longue!d’OPA1!augmente!au!cours!de!la!culture,!
alors! que! l’expression!de!MFN1!diminue!à!partir! de!DIV6.!Ainsi,! le! processus!d’hyperfilamentation!
transitoire!au!6ème!jour!de!culture!semble!être!régulé!par!le!ratio!OPA1/MFN1.!Le!profil!d’expression!
des! différents! acteurs! de! la! dynamique! (DRP1,! MFN1,! MFN2,! OPA1)! ex& vivo! est! comparable! aux!
variations!observées!au!cours!du!développement!(stades!E17,!E20,!P1!et!adulte).!!
III. 3. 2. Caractérisation de l’activité des mitochondries au cours de la maturation 
neuronale 
L’activité! de! la! chaîne! respiratoire! a! été! évaluée! de! manière! indirecte! par! la! mesure! du!
potentiel!de!membrane!mitochondrial!à!l’aide!de!la!sonde!JC=1!(DIV4,!DIV6!et!DIV8).!Le!potentiel!de!
membrane! est! augmenté! transitoirement! au! 6ème! jour! de! culture,! phénomène! corrélé! avec!
l’hyperfilamentation! des! mitochondries.! De! plus,! le! taux! intracellulaire! total! d’Espèces! Actives! de!
l’Oxygène! (EAO)! augmente! de! manière! transitoire! à! DIV6.! En! présence! de! Trolox,! un! agent!






A! l’aide! du! logiciel! Image! J! et! des! micrographies! obtenue! au! microscope! à! épifluorescence,! j’ai!
déterminé! le! pourcentage! de! cellules! présentant! un! marquage! nucléaire! de! NRF2,! signe! de! son!
activation.! Nous! avons! dans! ce! contexte,! observé! une! augmentation! transitoire! significative! du!
nombre!de!cellules!présentant!une!translocation!nucléaire!de!NRF2!à!DIV6.!!
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III. 3. 3. Effets de la perte de fonction d’OPA1 sur la morphologie et le 
fonctionnement des mitochondries dans les neurones 
Comme!précédemment!décrit,!par!une!stratégie!d’interférence!ARN,! le!niveau!d’expression!
de! la! protéine! OPA1! dans! les! neurones! est! diminué! d’environ! 60%,! mimant! un! processus!
d’haploinsuffisance.!La!diminution!d’OPA1!ne!perturbe!pas!la!viabilité!cellulaire!ex&vivo.!Comme!il!a!
déjà!été!montré!par!l’équipe!dans!des!cellules!HeLa!(Olichon!et!al.!2003),!la!diminution!d’OPA1!induit!
une! fragmentation! du! réseau! mitochondrial! dans! des! neurones! à! DIV6.! De! plus,! la! biomasse!
mitochondriale!et!le!nombre!de!mitochondrie!ne!sont!pas!affectés!par!la!perte!d’OPA1,!bien!qu’il!y!
ait!une!légère!augmentation!du!nombre!de!mitochondrie!dans!la!zone!proche!du!soma!(proximale).!
Toutefois,! la!masse!de! l’organite!est!plus! faible!dans! les!neurones! invalidés!pour!OPA1,!quelle!que!
soit!la!zone!analysée!(proximale!ou!distale).!
Comme!décrit!dans!la!première!partie!des!résultats,!cette!perturbation!de!la!distribution!des!
mitochondries! s’accompagne! d’une! altération! du! fonctionnement! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale!et!d’une!diminution!de!la!quantité!d’ADN!mitochondrial.!
III. 3. 4. Effets de la perte de fonction d’OPA1 sur la maturation neuronale 
La! quantité! de! marqueurs! pré=! et! post=synaptiques! et! le! nombre! de! synapses! sont!
significativement! diminués! dans! les! neurones! invalidés! pour! OPA1,! dès! le! 6ème! jour! de! culture,!
défauts!également!détectés!au!9ème!et!12ème!jour!de!culture!des!neurones!ex&vivo.!!






III. 4. Conclusion 
Nous!avons!démontré!que! l’inactivation!de! la!protéine!OPA1!perturbe! la!morphologie!et! le!
fonctionnement!des!mitochondries,! et! affecte! la!maturation!des!neurones.! Ces! travaux! confortent!
l’idée!que! la!dynamique!mitochondriale,!processus!ubiquitaire,! joue!un!rôle!crucial!dans! la!mise!en!
place! et! le! fonctionnement! des! neurones.! En! effet,! la! perturbation! de! ce! processus! engendre!
majoritairement!des! atteintes! neurologiques! (C.=R.! Chang! and!Blackstone!2010;!H.! Chen! and!Chan!
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2005,!2010;!Girard!et!al.!2012;!Kuznetsov!et!al.!2009).!!
Quel!que!soit! le!stade!de!maturation,! les!mitochondries!sont!globalement! filamenteuses!et!
colonisent!tous!les!compartiments!des!neurones!corticaux!en!culture!primaire.!Nos!travaux!ont!mis!
en! évidence! une! hyperfilamentation! transitoire! des! mitochondries! au! cours! de! la! maturation! des!
neurones! corticaux! au! 6ème! jour! de! culture.! Ce! processus! s’accompagne! d’une! augmentation! du!
potentiel!de!membrane,!pouvant!refléter!une!activité!plus! importante!de! la!chaîne!respiratoire.!De!
plus,! le!changement!de!morphologie!mitochondriale!observé!est!corrélé!à!une!élévation!transitoire!
du! taux! intracellulaire! d’EAO! et! une! translocation! au! noyau! du! facteur! de! transcription! NRF2.!
L’augmentation! du! taux! d’EAO! pourrait! être! une! conséquence! de! l’hyperfilamentation! et! pourrait!
engendrer! l’activation!de! la! voie!de! signalisation!de!NRF2!et!donc! la!maturation!des!neurones!par!
l’induction!de!cibles!qui!restent!à!caractériser.!!
L’extinction!de!la!protéine!OPA1!dans!les!neurones!corticaux!provoque!la!fragmentation!des!
mitochondries.! Les! mitochondries! fragmentées! sont! distribuées! dans! tous! les! compartiments! des!
neurones!transfectés!par!les!siOPA1,!mais! la!masse!mitochondriale!est!diminuée!dans!les!dendrites!
et!dans! les!axones! (Arnaud!Bonnafoux).! La!diminution!d’expression!de! la!dynamine!OPA1!entraîne!
également! une! perturbation! de! la! fonctionnalité! des!mitochondries! (confer! partie! I! des! résultats).!
Ceci!pourrait!être!responsable!des!problèmes!de!maturation!neuronale!constatés!dans!notre!modèle.!




nouvelles! perspectives! pour! la! compréhension! de! l’ADOA=1! mais! aussi! d’autres! maladies!
neurodégénératives!en!général.!
! !
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Mitochondrial dynamics control the organelle’s morphology, with fusion leading to the formation of elongated tubules and
fission leading to isolated puncta, as well as mitochondrial functions. Recent reports have shown that disruptions of mitochon-
drial dynamics contribute to neurodegenerative diseases. Mutations of the inner membrane GTPase OPA1 are responsible for
type 1 dominant optic atrophy, by mechanisms not fully understood. We show here that in rodent cortical primary neurons,
downregulation of the OPA1 protein leads to fragmented mitochondria that become less abundant along the dendrites.
Furthermore, this inhibition results in reduced expression of mitochondrial respiratory complexes as well as mitochondrial
DNA, decreased mitochondrial membrane potential, and diminished reactive oxygen species levels. The onset of synaptogenesis
was markedly impaired through reductions in pre- and postsynaptic structural protein expression and synapse numbers without
first affecting the dendritic arborization. With longer time in culture, OPA1 extinction led to a major restriction of dendritic
growth, together with reduction of synaptic proteins. Furthermore, in maturing neurons we observed a transitory increase in
mitochondrial filament length, associated with marked changes in the expression levels of OPA1, which occurred at the onset of
synaptogenesis simultaneously with transitory increase in reactive oxygen species levels and NRF2/NFE2L2 nuclear transloca-
tion. This observation suggests that mitochondrial hyperfilamentation acts upstream of a reactive oxygen species-dependent
NRF2 transcriptional activity, possibly impacting neuronal maturation, such a process being impaired by insufficient amount of
OPA1. Our findings suggest a new role for OPA1 in synaptic maturation and dendritic growth through maintenance of proper
mitochondrial oxidative metabolism and distribution, highlighting the role of mitochondrial dynamics in neuronal functioning
and providing insights into dominant optic atrophy pathogenesis, as OPA1 loss affecting neuronal maturation could lead to
early synaptic dysfunction.
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The highly specialized nature and architecture of neurons presents
a challenge for mitochondria, which must furnish energy and
buffer calcium in remote parts of the cell and in specialized do-
mains. Furthermore, the organelle must adapt to variations in
neurotransmission activity. The importance of mitochondria in
neurons is emphasized by the impaired mitochondrial function
that occurs in numerous neurodegenerative diseases, such as
Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease (reviewed in Schon
and Przedborski, 2011). Additionally, recent reports have sug-
gested that not only perturbation of mitochondrial metabolism
but also disruptions of mitochondrial dynamics, which control
mitochondrial morphology, contribute to neurodegenerative dis-
eases (Schon and Przedborski, 2011).
Mitochondrial morphology varies according to cell type and cel-
lular context, ranging from an interconnected filamentous network
to isolated spheres, depending both on the cytoskeleton, which
controls mitochondrial distribution and motility (reviewed in
Boldogh and Pon, 2007), and on recently discovered mitochondrial
dynamics (reviewed in Westermann, 2010). This dynamic balance
between fission and fusion of mitochondrial membranes depends
on protein complexes conserved throughout evolution. Increasing
fusion leads to interconnected mitochondrial filaments; increasing
fission leads to isolated dot-like structures. Key proteins involved in
fission are Dynamin-Related Protein 1 (DRP1), MFF1 and FIS1,
while the mitofusins (MFN1 and MFN2) and OPA1 control
fusion. The functional relevance of mitochondrial dynamics is
emphasized both by its repercussions on such key processes as
respiration, calcium homeostasis, reactive oxygen species produc-
tion, apoptosis, and by its requirement during embryonic develop-
ment (Westermann, 2010). Furthermore, while this process is
ubiquitous, several data highlight the importance of mitochondrial
dynamics in neurons. Conditional MFN2 and DRP1 knockouts in
mice are indeed associated with defects in CNS neuronal develop-
ment (Chen et al., 2007; Ishihara et al., 2009), and mutations of
MFN2 and OPA1 are responsible for type 2 Charcot–Marie–Tooth
peripheral neuropathy and type 1 dominant optic atrophy (DOA),
respectively (Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 2004).
Pathogenic OPA1 mutations account for !60% of autosomal
dominant optic atrophy, a common cause of inherited visual fail-
ure, with a frequency of 1:50 000 (reviewed in Amati-Bonneau
et al., 2009). OPA1 is an ubiquitously expressed GTPase that is
present in mitochondria as long and short isoforms generated by
limited intra-mitochondrial proteolysis (reviewed in Landes et al.,
2010). Both isoforms of OPA1 are localized in the intermembrane
space and are primarily associated with the inner mitochondrial
membrane. OPA1 plays a central role not only in the maintenance
of mitochondrial morphology but also in protecting cells from
apoptosis, the two functions being independent (Olichon et al.,
2003, 2007; Cipolat et al., 2004; Frezza et al., 2006). OPA1 was
also recently found to be involved in mitochondrial DNA mainten-
ance (Elachouri et al., 2011). Most of the 4200 different OPA1
mutations result in premature termination codons, with truncated
messenger RNA that are unstable and degraded by
nonsense-mediated messenger RNA degradation (Amati-Bonneau
et al., 2009). The reduction in OPA1 protein levels is a major
disease mechanism, and the importance of haploinsufficiency is
further emphasized by rare families carrying a deletion of either
the entire or most of the OPA1 open reading frame
(Amati-Bonneau et al., 2009). Although optic nerve degeneration
remains the defining feature of DOA, up to 20% of patients with
OPA1 mutations also develop additional extraocular neurological
complications (DOA+ syndrome), including deafness, ataxia, my-
opathy, peripheral neuropathy and progressive external ophthal-
moplegia (Yu-Wai-Man et al., 2010). The extent to which
inactivation of OPA1 functions contributes to DOA and DOA+
pathogenesis remains to be elucidated. Data on non-neuronal cell
lines, such as HeLa cells, mouse embryonic fibroblasts and skin
fibroblasts from patients with DOA or DOA+ suggest that impair-
ment of mitochondrial morphology, functions and/or increased
sensitivity to apoptosis could be involved (Landes et al., 2010).
Because haploinsufficency is primarily responsible for DOA and as
the effects of OPA1 inactivation are not restricted to retinal gan-
glionic cells, we addressed the question of the general impact of
OPA1 inactivation in neurons by downregulating OPA1 in rat cor-
tical neurons in primary culture.
We showed that downregulation of OPA1 leads to fragmented
mitochondria that become less abundant along the dendrites.
Furthermore, this inhibition results in reduced expression of mito-
chondrial respiratory complexes as well as mitochondrial DNA,
decreased mitochondrial membrane potential, and diminished react-
ive oxygen species levels. Moreover, reduction of OPA1 protein
leads to reduction of synaptic protein expression levels and synapse
number, followed by drastic alterations of dendritic arborization.
Altogether, these results suggest that lowering OPA1 protein
levels, through alterations in oxidative metabolism exacerbated by
a reduction in dendritic mitochondrial content, could primarily affect
neuronal maturation leading to early neuronal dysfunctions.
Interestingly, in maturing neurons we observed a transitory increase
in mitochondrial filament length, associated with marked changes
in the expression levels of OPA1, which occurred at the onset of
synaptogenesis simultaneously to transitory increases in reactive
oxygen species levels and NRF2/NFE2L2 nuclear translocation.
This observation suggests that mitochondrial hyperfilamentation
acts upstream of a reactive oxygen species-dependent NRF2 tran-
scriptional activity, possibly impacting neuronal maturation, such a
process being impaired by insufficient amount of OPA1.
Materials and methods
Primary culture and transfection
All animals (n = 50) in this study were ethically maintained and used.
Embryos (n = 400) were removed at embryonic Day 17 from pregnant
Wistar rats (Janvier) under intraperitoneal pentobarbitol (Sigma) anaes-
thesia. Cortices were dissected, enzymatically dissociated with papain
(10 U/ml, Sigma), and plated on poly-D-lysine (0.1mg/ml, Sigma)
coated Petri disches with or without glass cover-slips. For each experi-
ment, cortices from 8 to 12 embryos per rat are mixed. Experiments
were reproduced three to eight times.
Cultures were grown in Neurobasal! (Eurobio) supplemented with
B27 (Invitrogen), 2mM glutamine, and 0.1% penicillin and
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streptomycin (Gibco), 250 U/ml amphotericin (Invitrogen), 1mM lactic
acid (Sigma) at a density of 6 ! 105 cells per cm2.
Cells (5 ! 106) were electroporated after dissociation using the Rat
Neuron Nucleofector! Kit (AMAXA!, Lonza) using an optimized
protocol for primary rat cortical neurons (http://bio.lonza.com/filead-
min/groups/marketing/Downloads/Protocols/Generated/Optimized_
Protocol_101.pdf). Three micrograms of control luciferase-targeting
(D-001210-02, control small interfering RNA) or OPA1-targeting
(target sequence GAUUGUGCCUGACUUUAUA, small interfering
RNA against OPA1) small interfering RNA (Dharmacon), with or with-
out 3 mg MitoDSRed2 plasmid (Clontech) were used.
Using vectors expressing fluorescent pan-cellular (GFP) or mitochon-
drial (MitoDSRed2) proteins, we estimated after 72 h the efficiency of
electroporation to be 37 " 3% and 36 " 4%, respectively (n = 3, 300
cells per condition). However, the efficiency of electroporation of the
small interfering RNA OPA1, which we estimated at 6 days in vitro
using a functional criterion (mitochondrial fragmentation), is much
higher i.e. #60% (Fig. 3C).
Viability of plated cortical cells was estimated using the Trypan blue
exclusion assay. Neurons were incubated in the presence of 0.2%
Trypan blue in PBS for 3min. The number of viable cells, i.e. which
exclude the dye, was estimated by counting under light microscope
(Supplementary Fig. 1). Viability of untransfected cells was #82%
(n = 3, 300 cells per condition) from 2 days in vitro to 12 days
in vitro (Supplementary Fig. 1A). Viability of transfected cells at 2
days in vitro was 81 " 2% (Supplementary Fig. 1B) and was identical
for control small interfering RNA and small interfering RNA against
OPA1 until 12 days in vitro (Supplementary Fig. 1C) (n = 3, 300
cells per condition).
Measurement of reactive oxygen
species and mitochondrial
membrane potential
Reactive oxygen species levels were measured using the fluorescent
dye 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA,
Molecular Probes). This dye passively diffuses into the cells, where
its acetate groups are cleaved by intracellular esterases and its
thiol-reactive chloromethyl group reacts with intracellular glutathione
and other thiols. Subsequent oxidation yields a fluorescent adduct.
Cortical cells were incubated (five dishes per condition, n = 5 inde-
pendent experiments) with CM-H2DCFDA at 4 mM for 30min at
37$C in growth medium. Cells were then washed in cold PBS and
scraped in cold water to be disrupted. Reactive oxygen species levels
were measured (490 nm excitation, 520 nm emission) using a Wallac
spectrofluorimeter (Perkin Elmer). Levels of fluorescence were standar-
dized to protein levels that were estimated using a Lowry-based
colorimetric assay (DC protein assay, Bio-Rad).
Mitochondrial membrane potential was measured using the cationic,
voltage-sensitive dye 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’ tetraethylbenzimi-
dazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Invitrogen). The monomeric form of
this dye has a green fluorescence, while at higher concentrations or
potentials it forms red fluorescent J-aggregates. The ratio of red/green
fluorescence is independent of mitochondrial shape, density or size,
but depends on the membrane potential. Cortical cells were incubated
(five dishes per condition, n = 5 independent experiments) with JC-1 at
2 mg/ml for 20min at 37$C in growth medium. Cells were then
washed and scraped in cold PBS. Ratio of red fluorescence (488 nm
excitation, 590 nm emission) to green fluorescence (488 nm excitation
and 525nm emission) were quantified using a Wallac spectrofluori-
meter (Perkin Elmer).
Immunocytochemistry
Cells were fixed with PBS containing 3.7% formaldehyde for 20min,
permeabilized for 15min in PBS, 1% bovine serum albumin, 0.3%
TritonTM X-100 and blocked for 1h in PBS containing 5% normal
goat serum, 3% bovine serum albumin, 0.5% Tween 20.
Alternatively, methanol fixation (10min, %20$C) was performed prior
to nuclear NRF2 detection. Polyclonal or monoclonal antibodies against
Map2, Beta 3 tubulin (both 1/1000, Sigma), NRF2 (Santa Cruz, 1/50),
synapsin (1/800, Synaptic Systems), synaptophysin (1/500, Abcam),
PSD95 (1/800, Millipore), DNA (1/50, Progen) and all five mitochon-
drial respiratory complexes (MitoProfile! Total OXPHOS 1/50,
MitoSciences), were incubated overnight at 4$C in blocking solution.
Cells were then incubated with appropriate Alexa-conjugated secondary
antibodies (1/1000, Molecular Probes), labelled with 0.25mg/ml
Hoechst in PBS over 5min, and mounted in Mowiol!.
Immunolabelling was visualized under a fluorescence microscope
(Nikon Eclipse 80i or SP2-Leica), and images were acquired using
NIS-Element (Nikon Digital Sight DSU2 camera) or SP2-Leica software.
Mitochondrial size was measured in the somatic/proximal part of den-
drites using ImageJ software and confocal images (!63) (average of
1500 mitochondria per 35 neurons per time point, n = 3). Dendrite
length, branching and number were measured for five to ten neurons
per cover-slip (three cover-slips per condition, three to five independent
experiments) using the NeuronJ add-on to ImageJ software (http://
rsbweb.nih.gov/ij/) and digitized images (!100). Quantification of syn-
aptic elements was automatically performed using the ImageJ software
after intensity thresholding. Synapses were counted when pre- and post-
synaptic markers co-localized (!100, 10 independent fields per well,
three cover-slips per condition, n = 3 independent experiments).
Mitochondrial area and number were measured using the ImageJ soft-
ware and confocal images (!63) of 10 independent fields per cover-slip
(three cover-slips per condition, total average of seven neurons, n = 4
independent experiments). Quantification of mitochondrial DNA was
automatically performed using the Volocity! 3D Image Analysis
Software after intensity thresholding and elimination of nuclear fluores-
cence. Cytoplasmic fluorescent dots were counted as mitochondrial DNA
when they co-localized with mitochondria (!100, eight independent
fields per cover-slip, two cover-slips per condition, 18 neurons per con-
dition, n = 3 independent experiments).
Immunoblot
In all experiments but those shown in Fig. 1, cells were scraped and sus-
pended in Laemmli sample buffer and directly loaded on a gel (similar cell
number). For Fig. 1 experiment, protein concentration was measured
(Bio-Rad), after protein extraction in lysis buffer (50mM Tris-HCl pH 7.5,
0.25M NaCl, 5mM EDTA and EGTA, 1mM dithiothreitol, 0.1% TritonTM
X-100, 0.1% deoxycholate, 0.1%NP40 and a cocktail of proteases inhibi-
tors from Boehringer), and 50mg per time point (0 to 12 days in vitro) were
loaded on gels. Proteins were subjected to SDS-PAGE and electroblotted
onto nitrocellulose membranes. After blocking in Tris-buffered saline with
0.2% Tween and 5% dry low-fat milk, membranes were treated with
various primary antibodies [anti-actin (1/10 000, Chemicon), anti-DRP1
(1/200, BD Biosciences), anti-HSP60 (LK2, 1/200, Sigma), anti-MFN1 (1/
50, gift fromM. Rojo, Bordeaux), anti-MFN2 (1/200, Abnova), anti-OPA1
(1/300, BD Biosciences), anti-PSD95 (1/800, Millipore), anti-synapsin (1/
800, Synaptic Systems), anti-synaptophysin (1/500, Abcam), anti-MFF1
(1/500, Abacam)] overnight at 4$C in blocking buffer. Antibodies directed
against subunits of the five respiratory complexes are listed in
Supplementary Table 1. After enhanced chemiluminescent detection of
1520 | Brain 2013: 136; 1518–1533 A. M. Bertholet et al.
 at INIST-CNRS on January 4, 2014
http://brain.oxfordjournals.org/
Downloaded from 
                                                                                                                                                   Résultats 
! 146!
! !
horseradish peroxidase-labelled secondary antibodies (1/10000, Abcam),
scanned photographic films were analysed using ImageJ software.
Statistical analysis
Most of the experiments were statistically treated with paired stu-
dent’s t-test because of the systematic comparison between control
small interfering RNA and small interfering RNA against
OPA1-treated cells (Figs 2–8, Supplementary Figs 4C, 6 and 7).
The ratio of long over short mitochondria (Fig. 1C), the distribution
(area and number) of mitochondria in control small interfering RNA
or in small interfering RNA against OPA1 (Supplementary Fig. 8)
were investigated using an ANOVA to compare all the groups
(Bartlett’s test for equal variance and Newman Keuls Multiple com-
parison post-test). Analysis of MFN1, MFN2, DRP1, MFF1, actin and
HSP60 quantities over time in culture (Fig. 1A and E and
Supplementary Fig. 4A and B) were carried out with a non-parametric
test (Kruskal-Wallis and a Dunn’s multiple comparison post-test).
*P5 0.05, **P5 0.01, ***P5 0.001.
Results
Mitochondrial dynamics is differentially
regulated during neuronal maturation
To unravel the impact of OPA1 inactivation in neuronal cells, we
used embryonic rat cortical neurons grown in primary culture, a
well-known in vitro model for neuronal maturation (Brewer,
1995). Neuronal growth was assessed by MAP2 (Supplementary
Fig. 2A) and beta 3 tubulin immunostaining (not shown), and
synaptic maturation was visualized by immunodetection of the
presynaptic vesicle protein synaptophysin. Synaptophysin expres-
sion started after 4 days in vitro and accumulated until 12 days
in vitro, as detected in situ (Supplementary Fig. 2B) or by western
blot (Fig. 1A).
Before manipulating OPA1, we first evaluated the mitochondrial
morphology of rat cortical neurons. Confocal microscopy images
of the neuronal mitochondrial network throughout maturation
were obtained after immunostaining of the mitochondrial respira-
tory chain complexes (Fig. 1B). At all days in vitro, the neuronal
mitochondriome was filamentous, with a mean mitochondrial
length of !1.2 mm and !27% of round mitochondria with circu-
larity (biggest length/smallest length) of 1. After morphometric
analysis, we grouped mitochondria in one of two classes: short
(0.3 to 2 mm) or long (2 to 10 mm), as a function of time in culture.
The ratio of long versus short mitochondria was roughly constant
during the first days in vitro, but exhibited a transitory 3-fold
increase at 6 days in vitro owing to an increase in the long popu-
lation, after which the ratio rapidly returned to earlier levels
(Fig. 1C).
We next characterized the expression of OPA1 during neuronal
maturation by western blot (Fig. 1A). The OPA1 protein is com-
posed of five isoforms (‘a’–‘e’) (Supplementary Fig. 3); only the
main ones (i.e. the long form ‘b’ and the short form ‘d’) are de-
tected here. Interestingly, the ratio of these OPA1 ‘b’/‘d’ isoforms
reveals a continuous increase from 2 to 12 days in vitro due to a
higher expression of OPA1 long form (Fig. 1D). We also measured
the expression of other key proteins involved in mitochondrial
dynamics. Whereas MFN2 protein levels remained constant,
those of MFN1 decreased significantly from 6 to 12 days
in vitro (Fig. 1E). Furthermore, although two isoforms of DRP1
were detected in dissociated neurons before plating (0 days
in vitro), only the longer isoform was present later on (Fig. 1A).
The levels of MFF1 did not significantly change during in vitro
neuronal maturation (Supplementary Fig. 4A), as those of mito-
chondrial protein HSP60 (used as loading control) and actin
(Supplementary Fig. 4B). Similar changes in the expression of
key regulators of mitochondrial dynamics were observed in vivo
during cortical development, as assessed by western blots from
embryonic Days 17 and 20 embryos, as well as from post-natal
or adult cortices (Fig. 1F).
Transitory increases in mitochondrial
potential, reactive oxygen species and
NRF2 nuclear translocation during
neuronal maturation
Because mitochondrial morphology changes can affect the func-
tions of the organelle, we followed the evolution of two main
parameters, mitochondrial membrane potential and reactive
oxygen species levels. Indeed, the transitory mitochondrial hyper-
fusion observed at 6 days in vitro (Fig. 1C) was accompanied by a
statistically significant transient 63 " 22% increase in mitochon-
drial membrane potential, measured by spectrofluorometry
through the red/green fluorescence ratio of the voltage-sensitive
dye JC-1 (Fig. 2A). Similarly, we detected a 42 " 9% augmenta-
tion of reactive oxygen species levels specifically at 6 days in vitro,
as assessed by spectrofluorometry using CM-H2DCFDA (Fig. 2B).
Interestingly, we observed a similar time course for the nuclear
translocation of the redox-sensitive NRF2 transcription factor
(Supplementary Fig. 5), with a 2-fold increase at 6 days in vitro
(Fig. 2C). To analyse the causal link between reactive oxygen
species levels and hyperfilamentation, we pretreated the cells
with the antioxidant Trolox
TM
. Whereas this treatment reduced
reactive oxygen species levels by 50% (Fig. 2D), it did not
affect mitochondrial morphology at 6 days in vitro, the organelles
remaining hyperfilamentous (Fig. 2E).
OPA1 downregulation alters
mitochondrial morphology in neurons
To investigate the impact of OPA1 inactivation in neurons, we
downregulated the expression of the profusion protein by RNA
interference. Cortical neurons were transfected with small interfer-
ing RNA against OPA1 or control small interfering RNA before
plating.
At 6 days in vitro, western blot analysis using anti-OPA1 anti-
bodies revealed an effective knockdown of OPA1 expression
(61 " 8%, Fig. 3A). The effect of small interfering RNA against
OPA1 downregulation on mitochondrial morphology was analysed
under a fluorescent microscope by counting the number of
MAP2-labelled neurons with fragmented DsRed2-labelled mito-
chondria at 6 days in vitro (Fig. 3B). Neurons were considered
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bearing a mitochondrial fragmented phenotype when they con-
tained a majority of round and very short mitochondria (Fig. 3B).
As expected, OPA1 downregulation led to a 6.5-fold increase in
neurons with fragmented mitochondria, reaching 72 ! 9% of the
total population (Fig. 3C). Morphometric analysis of mitochondria
length in control small interfering RNA and small interfering RNA
against OPA1 transfected neurons at 6 days in vitro showed that
the mean mitochondria size decreased by 2-fold (Fig. 3D) and the
percentage of round mitochondria (circularity = 1) increased by
2-fold upon OPA1 downregulation (Fig. 3E). No impact on
OPA1 downregulation was observed on cell viability
(Supplementary Fig. 1C), or on the spontaneous apoptotic neur-
onal death rate (Supplementary Fig. 1D).
OPA1 downregulation alters neuronal
maturation
We analysed the possible consequences of the perturbation of
mitochondrial morphology induced by OPA1 downregulation on
the overall neuronal morphology, illustrated here by Map2 immu-
nostaining (Fig. 3B). Morphometric analysis demonstrated that
OPA1 downregulation did not modify dendritic arborization, in
terms of either primary and secondary dendrite length or
number at 6 days in vitro (Fig. 4A, Supplementary Fig. 6). We
then addressed whether there would be an effect on synaptogen-
esis and found a decreased expression of both presynaptic (synap-
tophysin and synapsin) and postsynaptic (PSD95) markers
(Fig. 5A), without significant change in the ratio of HSP60 and
actin (used as loading control) levels (Supplementary Fig. 4C).
Decreased amount of synaptic proteins was associated with a
45 ! 10% reduction in the number of synapses as estimated by
co-localized immunostained punctua of pre- and postsynaptic
markers (Fig. 5B).
With time in culture, up to 12 days in vitro, OPA1 downregula-
tion (Supplementary Fig. 7) continued to negatively impact on
both pre- and postsynaptic protein expression as estimated by
western blot (Fig. 5C) or immunofluorescence microscopy
(Fig. 5D, Supplementary Fig. 2B); their quantities staying nearly
constant in small interfering RNA against OPA1-treated neurons as
opposed to the expected increase in control neurons. The number
of synapses decreased by 1.7 - and 4-fold upon OPA1 downregu-
lation at 9 and 12 days in vitro, respectively (Fig. 5E), while their
respective quantities in the control situation increased by 1.7-fold
from 9 to 12 days in vitro.
Figure 1 Mitochondrial dynamics during neuronal maturation. (A) Representative immunoblots showing the expression of various proteins
from 0 day in vitro (i.e. Embryonic Day 17) to 12 days in vitro, with mitochondrial HSP60 and actin used as controls. (B) Confocal
micrographs of neuronal mitochondria immunolabelled with respiratory chain complex antibodies (MitoProfile! Total OXPHOS) (left)
showing long mitochondria in the top right and short mitochondria in the bottom right. Scale bar = 10mm. (C) Quantification of mito-
chondrial size, in the somatic/proximal part of dendrites, over time in culture. Ratio of mean ! SEM of long (2 to 10mM) versus short (0.3 to
2mM) mitochondria per neurons from 2 to 12 days in vitro (average of 1500 mitochondria per 35 neurons per time point, n = 3). Statistical
significance was determined by ANOVA. ***P50.001. (D) Histogram of the OPA1 ‘b’/‘d’ isoform ratio (AU = arbitrary units; mean ! SEM
n = 4). Linear regression coefficient = 0.9947. (E) Histogram of the MFN1 protein levels over time, relative to HSP60 and normalized to values
at 0 days in vitro (mean ! SEM, n = 4). Statistical significance was determined by the Kruskal-Wallis non-parametric test. *P50.05.
(F) Representative immunoblots of the same proteins during development in vivo from protein extracts from cortices dissected at embryonic
Days 17 (E17) and 20 (E20), at post-natal Day 1 (P1), and at the adult stage (A). DIV = days in vitro.
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Interestingly, this prolonged synaptic decrease was then corre-
lated to a reduced dendritic arborization (Fig. 4B–D), without sig-
nificant impact on the spontaneous apoptotic neuronal death rate
(Supplementary Fig. 1D). Starting at 9 days in vitro, dendritic mor-
phometric analysis showed a progressive limitation of length of both
primary and secondary dendrites up to 12 days in vitro, the popula-
tion of smaller dendrites (560 mm) being highly enriched in small
interfering RNA against OPA1-treated neurons (Fig. 4B and C),
while dendrite numbers were not affected (Supplementary Fig. 6).
Dendritic growth is nevertheless observed but to a lesser extent than
in control neurons, as attested by the lower percentages of longer
processes. Therefore, we can conclude that impairing OPA1 function
sequentially affects synaptogenesis, followed by dendritogenesis.
OPA1 downregulation alters
mitochondrial distribution
We thus hypothesized that these synaptic and morphological
changes may be linked to modifications of mitochondrial distribu-
tion and/or function. In control small interfering RNA and small
interfering RNA against OPA1-treated neurons, filamentous and
fragmented mitochondria, respectively, were detected along
Map2-stained dendrites (Figs 3B, 4D and 6A). However, a quan-
titative analysis (Fig. 6B and C) showed that impairing OPA1 ex-
pression modified dendritic mitochondrial repartition. Mitochondria
were measured (Fig. 6B) and counted (Fig. 6C) in contiguous
21 mm regions of interest in dendritic compartments, starting
from the cell body. In control neurons, mitochondrial area per
region of interest decreased rapidly, with the most proximal den-
dritic compartment containing almost 2.5-fold more mitochondrial
surface than the distal compartments, the number of mitochondria
being slightly lower in this compartment (Supplementary Fig. 8A).
Upon OPA1 knockdown, mitochondria were still present in all
dendritic compartments up to 170 mm from the soma; their area
being unchanged along the dendrites (Supplementary Fig. 8B) and
their number being slightly lower in distal part of the dendrites
(Supplementary Fig. 8B). However, when compared with the con-
trol neuron values, the mitochondrial area per region of interest in
small interfering RNA against OPA1-treated neurons was reduced
along the dendrites, by !9-fold in the more proximal part of the
dendrites, and !2-fold further along the dendrites (Fig. 4B);
the number of mitochondria being significantly different only in
the most proximal part of the neurites.
Because the overall mitochondrial mass was constant, as as-
sessed by immunoblots of HSP60 (Supplementary Fig. 4C), our
data suggested that OPA1 downregulation led, as soon as 6
days in vitro, to an increase in mitochondria in the soma and a
reduction in the number of dendritic mitochondria, the frag-
mented organelles, however, being evenly distributed along the
dendrites.
Figure 2 Mitochondrial membrane potential, reactive oxygen species level and NRF2 nuclear translocation during neuronal maturation.
Quantification of JC-1-based mitochondrial membrane potential (590/525 nm ratio) (A) and of reactive oxygen species (ROS) level (B) at
4, 6 and 8 days in vitro. In both cases, bars represent the mean " SEM of JC-1 ratio and CM-H2DCFDA fluorescence values from one
representative experiment (five culture dishes) out of five experiments (AU = arbitrary units). (C) Nuclear translocation of the transcription
factor NRF2 estimated by immunostaining at 4, 6 and 8 days in vitro (n = 4). Effect of TroloxTM antioxidant treatment (100 mM for 6 h) at
6 days in vitro on (D) reactive oxygen species level (mean " SEM, n = 3) and (E) on mitochondrial size [ratio of mean " SEM of long (2 to
10 mM) versus short (0.3 to 2mM) mitochondria (average of 1500 mitochondria per 35 neurons per time point, n = 3]. Statistical sig-
nificance was determined by Student’s t-test: *P50.05, **P5 0.01, ***P50.001. DIV = days in vitro.
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Following our hypothesis, we tested the effect of OPA1 knock-
down on mitochondrial energetics. Mitochondrial membrane po-
tential in cortical neurons transfected with OPA1-targeting or
control small interfering RNA was estimated on 6 days in vitro
by spectrofluorometry using the voltage-sensitive dye JC-1. The
ratio of red to green fluorescence revealed a 25 ! 3% decrease in
mitochondrial membrane potential of OPA1-depleted cells
(Fig. 7A), which could reflect a reduced respiratory rate.
Accordingly, a 22 ! 7% decrease in reactive oxygen species
Figure 3 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial morphology. (A) Representative immunoblots (left) and histograms (right)
representing at 6 days in vitro the expression of OPA1 protein relative to HSP60 levels after RNA interference, normalized to control
values (AU = arbitrary units; mean ! SEM, n = 6). (B) Fluorescence micrographs (scale bars = 10 mm) of MitoDsRed2-labeled mitochon-
dria (red) in Map2-immunostained neurons (green) transfected with control small interfering RNA (siCtrl; top) or small interfering RNA
against OPA1 (siOPA1; bottom) at 6 days in vitro. Nuclei were Hoechst-labelled (blue). (C) Histogram representing the percentage of
positive neurons for MitoDsRed2-transfected with control small interfering RNA or small interfering RNA against OPA1 with fragmented
mitochondria at 6 days in vitro (mean ! SEM, average of 200 neurons per condition n = 3). (D) Histogram representing the mean size of
MitoDsRed2-labelled mitochondria per neuron transfected with control small interfering RNA or small interfering RNA against OPA1 at 6
days in vitro (mean ! SEM, average of seven neurons per condition, n = 4). (E) Histogram representing the number of
MitoDsRed2-labelled circular mitochondria per neuron transfected with control small interfering RNA or small interfering RNA against
OPA1 at 6 days in vitro (mean ! SEM, average of seven neurons, n = 4 per condition). Statistical significance between small interfering
RNA against OPA1 and control small interfering RNA-treated neurons was determined by Student’s t-test: **P50.01, ***P50.001.
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Figure 4 Effect of OPA1 downregulation on dendritic arborization. Histograms representing the quantification of Map2-immunostained
primary (left) and secondary (right) dendrites length at 6 days in vitro (A), 9 days in vitro (B) and 12 days in vitro (C) after OPA1
downregulation. Bars represent the percentage of neurons with dendrites per class length (mean ! SEM, average of 30 neurons per
OPA1 loss affects neuronal maturation Brain 2013: 136; 1518–1533 | 1525
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condition, n = 3). Statistical significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA (siCtrl)-
treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05, **P50.01. (D) Representative fluorescence micrographs of 12 days
in vitro Map2-stained neurons transfected with control small interfering RNA (left) and small interfering RNA against OPA1 (centre).
Representative neurons (white arrow) are shown in the right panels to show the mitoDsRed2-labelled mitochondria. Scale bars = 10 mm.
DIV = days in vitro.
Figure 5 Effect of OPA1 downregulation on synaptic proteins. (A) Representative immunoblot showing the effect of OPA1 knockdown
on the expression of synaptic proteins at 6 days in vitro (left), with the histogram representing the expression of the synaptic proteins
relative to actin normalized to control values (right). (B) Histograms representing the quantification of synapses at 6 days in vitro
determined by the number of co-localized presynaptic and postsynaptic immunostained markers, normalized to control values
(AU = arbitrary units; mean ! SEM, n = 3). (C) Histograms representing the impact of OPA1 downregulation on the quantities estimated
by western blot of PSD95 (post-synaptic marker, left) and synapsin (presynaptic marker, right) at 9 and 12 days in vitro relative to actin
(mean ! SEM, n = 4). (D) Histograms representing the impact of OPA1 downregulation on the quantities, estimated by immunofluor-
escence microscopy, of PSD95 (left) and synatophysin (presynaptic marker, right) at 9 and 12 days in vitro. Bars represent the numbers of
pre- or postsynaptic puncta per field (mean ! SEM, n = 3). (E) Histograms representing the quantification of synapses at 9 and 12 days
in vitro determined by the number of co-localized pre- and postsynaptic immunostained puncta per field (mean ! SEM, n = 3). Statistical
significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA (siCtrl)-treated neurons was
determined by Student’s t-test: *P50.05, **P50.01, ***P50.001. DIV = days in vitro.
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Figure 6 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial distribution in dendrites. (A) Fluorescence micrographs of
MitoDsRed2-labelled mitochondria in dendrites. Magnified area in the bottom inserts representing rectangles encompassing two adjacent
regions of interest (R1, R2) in the upper panels, show the long mitochondria (control small interfering RNA, left) versus the short ones
(small interfering RNA against OPA1, right). Scale bars = 10 mm. (B) Histograms representing the mean mitochondrial area in eight
dendritic regions of interest (ROIs, 21mm long and 5 mm large segments) starting from the most proximal region (mean ! SEM, average of
seven neurons, n = 4). (C) Histogram representing the number of mitochondria in each region of interest (mean ! SEM, average of seven
neurons, n = 4). Statistical significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA
(siCtrl)-treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05, **P50.01.
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levels was measured under these conditions (Fig. 7B). The de-
crease in mitochondrial membrane potential may have been due
to reduced levels of mitochondrial respiratory chain complexes
leading to decreased respiration. Indeed, western blot analysis of
OPA1-depleted cells showed lower levels of two representative
subunits of Complexes I, III and IV (Fig. 7C and D). In small
interfering RNA against OPA1 transfected neurons the levels of
NDUFB8 and NDUFD9 (Complex I) were 65 ! 5% and 64 ! 11%
Figure 7 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial functions. Quantification of JC-1-based mitochondrial membrane potential
(590/525 nm ratio) (A) and neuronal reactive oxygen species (ROS) level (B) upon OPA1 knockdown, normalized to control values
(mean ! SEM, n = 6). (C) Representative immunoblot showing the effect of OPA1 knockdown on the levels of two subunits of the five
mitochondrial respiratory protein complexes: NDUFB8 and NDUFA9 (Complex I, CI), SDHA and SDHB (Complex II, CII), Core 1 and Core
2 subunits (Complex III, CIII), COX1 and COXVIc subunits (Complex IV, CIV) and ATP5 subunits alpha and gamma (Complex V, CV).
(D) Histogram representing the expression levels of the complexes relative to HSP60 levels and normalized to control values
(mean ! SEM, n = 6). Statistical significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA
(siCtrl)-treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05, ***P5 0.001.
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of the control, respectively; Core 2 and Core 1 subunit (Complex
III) 68 ! 9% and 75 ! 7%, respectively; and COX1 and COXVIc
subunit (Complex IV) 50 ! 6% and 68 ! 10%, respectively. No
significant change was noticed for SDHA and B (Complex II),
while the levels of the two subunits from Complex V were not
significantly affected (! subunit) or only slightly decreased
(" subunit).
The decreased levels of mitochondrial DNA-encoded COX1 sub-
unit prompted us to investigate if OPA1 downregulation led to
mitochondrial DNA depletion in neurons, as it was previously
described in non-neuronal cells (Elachouri et al. 2011).
Mitochondrial DNA was evaluated by immunofluorescence micros-
copy using anti-DNA antibodies (Fig. 8). In control neurons green
fluorescent dots, which correspond to mitochondrial DNA
nucleoids, appeared evenly distributed within the mitochondrial
network (Fig. 8A). At 6 days in vitro, downregulation of OPA1
led to a decreased number of mitochondrial DNA nucleoids
(47 ! 6) when compared with control neurons (72 ! 9)
(Fig. 8B), without major perturbations of their distribution
(Fig. 8A). The total nucleoids area per neuron decreased in the
same proportion in small interfering RNA against OPA1-treated
neurons (7.4 ! 9 and 4.7 ! 0.6 in control small interfering RNA
Figure 8 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial DNA. (A) Fluorescence micrographs of neurons transfected by control small
interfering RNA (siCtrl) or small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) at 6 days in vitro. Scale bars = 10 mm. Immunolabelling of
mitochondria (red) and of DNA (green) were performed using anti-OXPHOS and anti-DNA antibodies, respectively. (B) Histograms
representing the number of cytoplasmic green fluorescent dots, which co-localized with red fluorescence, per neurons in control small
interfering RNA and small interfering RNA against OPA1 transfected neurons (mean ! SEM, 18 neurons per condition n = 3).
(C) Histogram representing the total area of cytoplasmic green fluorescent per neuron in control small interfering RNA and small
interfering RNA against OPA1-transfected neurons (mean ! SEM, 18 neurons per condition, n = 3). (D) Histograms representing the total
fluorescence quantity of cytoplasmic green fluorescent per neurons in control small interfering RNA and small interfering RNA against
OPA1-transfected neurons (mean ! SEM, 18 neurons per condition, n = 3). Statistical significance between small interfering RNA
against OPA1 and control small interfering RNA-treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05.
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and small interfering RNA against OPA1 cells, respectively,
Fig. 8B), suggesting that no major alteration of nucleoid morph-
ology occurred. Finally, total green cytoplasmic fluorescence di-
minished in small interfering RNA against OPA1 cells in the
same proportion (34 ! 5 and 24 ! 3 in control small interfering
RNA and small interfering RNA against OPA1-treated neurons,
respectively), indicating that the total quantity of mitochondrial
DNA is diminished (Fig. 8D).
Discussion
A growing body of evidence implicates mitochondrial dynamics in
neurodegenerative diseases (Chen and Chan, 2009). Furthermore,
links emerge between mitochondrial dynamics and neuronal physi-
ology, particularly in terms of the reciprocal regulation of synapses
and mitochondria (Li et al., 2004; Verstreken et al., 2005). On the
other hand, few studies have focused on neuronal maturation, and
are mainly concentrated on DRP1, which promotes mitochondrial
fission (Li et al., 2008). We show here that establishment of a
transitory hyperfilamentous mitochondrial network is crucial for
synaptic maturation in vitro, and that this process is impaired by
downregulation of the fusogenic OPA1 protein through alterations
in oxidative metabolism exacerbated by a reduction in dendritic
mitochondrial content. This results in reduced dendritic growth
and synaptogenesis that could be related to impaired synaptic
plasticity in adulthood associated with neurodegenerative diseases,
and thus could participate in the aetiology of DOA.
Investigating the evolution of mitochondrial morphology during
neuronal maturation in primary culture, we show that the mito-
chondriome of cortical neurons is filamentous, in line with previous
reports (Chang and Reynolds, 2006; Uo et al., 2009; Voccoli and
Colombaioni, 2009). In mature primary neuronal cells, mitochon-
drial size has been reported to increase by 20% compared with
immature cells (Chang and Reynolds, 2006). During the course of
neuronal maturation in vitro, our results demonstrate a transitory
mitochondrial hyperfilamentation, mitochondrial size increasing at
6 days in vitro and decreasing thereafter to initial levels. This early
transitory hyperfilamentation correlates with expression changes,
in vitro, of the fission and fusion proteins that control mitochon-
drial morphology. The long form of the profission protein DRP1
was present at all days in vitro in culture and during development,
while the short isoform was only present at the embryonic Day 17
stage. This pattern might be related to differential messenger RNA
splicing, as cortical neurons have been reported to express several
splice variants of DRP1, including a neuron-speciEc isoform that
incorporates exon 3 (Uo et al., 2009), although nothing is known
about their respective functions. Mitofusins behave differently
during maturation, with MFN1 disappearing at 6 days in vitro,
and after post-natal Day 1 in vivo, while MFN2 levels remain
constant in both cases. Meanwhile, the ratio of the long fusogenic
OPA1 isoform (Ishihara et al., 2006) over the short ‘d’ isoform
continuously increased from 2–12 days in vitro. Because the fuso-
genic action of OPA1 depends critically on MFN1 (Cipolat et al.,
2004), the filamentation process should be controlled by the
OPA1/MFN1 ratio. Given the concomitant increase in the expres-
sion of the OPA1 long isoform and decrease in the expression of
MFN1 at 6 days in vitro, this ratio could be responsible for the
transient nature of this hyperfilamentation.
The general assumption is that longer filaments are beneficial
for mitochondrial energy supplies, while fragmented mitochondria
are more suitable for transport (reviewed in Westermann, 2012).
Increase in mitochondrial filamentation has been shown to pre-
cede differentiation in immortalized neuroblasts (Voccoli and
Colombaioni, 2009), as well as in myoblasts (De Palma et al.,
2010) and in embryonic stem cells (Wilkerson and Sankar,
2011), suggesting a broader biological significance of this phe-
nomenon. Therefore, the transitory increase in mitochondrial fila-
mentation that we observed at 6 days in vitro, simultaneously
with the onset of synaptophysin expression, could be a specific
requirement of this stage of maturation, with mitochondria later
fragmenting for transportation to remote parts of mature neurons.
Interestingly, seminal work by Li et al. (2004) demonstrated that
the number of mitochondria within dendritic protrusions increased
during the active period of synaptogenesis and spine development
in culture, together with local mitochondrial branching and fila-
mentation. Furthermore, a creatinine-dependent increase in mito-
chondrial membrane potential has been reported to lead to an
increase in the density of spines and synapses (Li et al., 2004),
and ATP-dependent augmentation of synaptic activity is correlated
with an increase in dendritic mitochondrial size (Chang et al.,
2006). Reciprocally, impairing mitochondrial function with car-
bonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone has been reported to
lead to neuritic retraction through mitochondrial membrane poten-
tial drop and fragmentation (Voccoli and Colombaioni, 2009),
while the increase in oxidative metabolism that accompanies mito-
chondrial elongation seemed to be required for stem cell differen-
tiation (Chung et al., 2007; Mandal et al., 2011; Wilkerson and
Sankar, 2011). In line with these reports, both mitochondrial
hyperfilamentation as well as synaptic marker expression and syn-
apse number are impaired in OPA1-depleted cells, together with
mitochondrial functioning (see below).
Recent work demonstrates that reactive oxygen species, which
are frequently viewed as toxic molecules, play a crucial role in
signalling pathways (Hamanaka and Chandel, 2010). The
modest transitory increase in reactive oxygen species levels at 6
days in vitro, which we identified at the onset of synaptogenesis,
may impinge on cell signalling, an idea in line with previous studies
reporting increased reactive oxygen species levels during neuronal
differentiation (Tsatmali et al., 2005). At this same early stage of
maturation, we report a transitory increase in the nuclear trans-
location of the transcription factor NRF2, depletion of which was
recently shown to delay in vitro neuronal differentiation (Zhao
et al., 2009). Furthermore, antioxidant treatment at 6 days
in vitro reduced reactive oxygen species levels, but did not inter-
fere with the transitory hyperfilamentation, indicating that the
observed increase in reactive oxygen species levels is downstream
of the increase in mitochondrial size. Altogether, our findings sug-
gest a transient requirement for mitochondrial hyperfilamentation
during neuronal maturation leading to reactive oxygen species-
dependent NRF2 signalling. Thus, as has been suggested for em-
bryonic stem cells (Mandal et al., 2011), during early neuronal
maturation, mitochondria may trigger specific retrograde signals,
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including activation of transcription factors, that could travel to the
nucleus and modulate the transcription of specific target genes.
Interfering RNA-mediated knockdown of OPA1, which led to a
reduced expression of pre- and postsynaptic marker proteins and a
decrease in synapse number as early as 6 days in vitro, had no
impact on neuronal dendritic arborization (dendrite length and
branching), hence on neuritogenesis at that stage. However, at
9 days in vitro and up to 12 days in vitro, dendritic growth
became affected, and synaptic protein expression remained low.
This suggests a new consequence of OPA1 extinction in neuronal
maturation, first affecting synaptic maturation and later dendritic
growth.
Deleterious effects of the profusion OPA1 loss of function on
synapses and dendrites development could be expected given the
crucial role of DRP1 and mitochondrial fission during the forma-
tion and maintenance of synapses and dendritogenesis
(Supplementary Table 2). Inhibiting DRP1 in primary hippocampal
neurons reduced dendritic mitochondrial content and led to a loss
of synapses and dendritic spines whereas its overexpression
increased dendritic mitochondrial content and enhanced the
number and plasticity of spines and synapses (Li et al., 2004,
2008; Wang et al., 2009). However, controversial data have
been reported by Dickey and Strack (2011), whose study of the
opposing roles of enzymatic DRP1 inactivation/activation by phos-
phorylation/dephosphorylation in regulating neuronal develop-
ment in hippocampal primary neurons led them to conclude that
dendritic mitochondrial content and synapse number appeared
negatively correlated (Dickey and Strack, 2011). Nonetheless, pri-
mary forebrain DRP1!/! neurons show both defective synapses
and decreased numbers of neurites (Ishihara et al., 2009).
Several studies have demonstrated that DRP1 extinction per-
turbs synaptic development by drastically impairing the trafficking
of mitochondria to neuronal processes (Li et al., 2004; Verstreken
et al., 2005). On the other hand, we show here that mitochondrial
fragmentation owing to impaired fusion resulted in a uniformly
decreased mitochondrial occupancy in dendrites, in agreement
with previous results obtained in transfected hippocampal neurons
(Wang et al., 2009).
Overall, our data suggest that the impact of OPA1 knockdown
on synaptogenesis and dendritogenesis occurs through disruption
of mitochondrial oxidative metabolism, exacerbated by the reduc-
tion in mitochondria content. Indeed, we found that OPA1 knock-
down led to reduced protein levels of the respiratory chain
Complexes I, III and IV, which could be due to cristae disorgan-
ization (Olichon et al., 2003) impacting the stability and integrity
of membrane-bound respiratory complexes or supra-complexes.
Therefore, OPA1 could be suggested to be important for supra-
complex formation or stabilization, structures known to optimize
the respiratory complex activity and consequently ATP production
(Lenaz and Genova, 2009). Alternatively, loss of mitochondrial
DNA, which encodes part of Complexes I, III and IV would lead
to the same results. We indeed showed that downregulation of
OPA1 induced mitochondrial DNA depletion in neurons as previ-
ously reported in HeLa cells (Elachouri et al., 2011). Reduction
of respiration was previously reported in OPA1-depleted
non-neuronal cells, as well as in fibroblasts from patients with
DOA bearing OPA1 mutations (Landes et al., 2010). This
phenotype also applies to cortical neurons because OPA1 knock-
down led to a decrease in mitochondrial membrane potential con-
comitant with a decrease in reactive oxygen species levels.
Finally, our findings suggest that OPA1 is required for proper
mitochondrial functioning when energy needs are enhanced, e.g.
for the formation and/or maintenance of synapses, and on den-
dritic growth, which mutually impact on each other. Our data
offer new insights into both the impact of mitochondrial dynamics
on CNS neuronal functioning, and the pathological processes lead-
ing to DOA. The first effect of OPA1 downregulation that we
observed in cultured primary neurons is the decrease of the
number of synapses that could be attributed to a reduction of
the quantity of synaptic markers since both are decreased to the
same extent at 9 days in vitro (reduction of "1.7 and "1.4-fold in
small interfering RNA against OPA1 versus control small interfer-
ing RNA, respectively). Later, in mature neurons (12 days in vitro)
the levels of synapses are more affected than those of synaptic
markers (reduction of "4 and "2-fold in small interfering RNA
against OPA1 versus control small interfering RNA, respectively),
suggesting that maintenance of synapses is also affected. Early
synaptic alterations are hallmarks of numerous neurodegenerative
diseases, such as Alzheimer’s disease, an age-related neurodegen-
erative process (Terry et al., 1991; Masliah et al., 2001). Similarly,
early synaptic defects observed in Alzheimer’s disease were re-
cently associated with mitochondrial dysfunctions (Lee et al.,
2012). Thus in DOA, an insufficient amount of OPA1 could
reduce synapse formation in developing retinal ganglionic cells
and induce, in time and/or under stressful conditions such as
light exposition, more important synaptic defects resulting in ret-
inal ganglionic cell degeneration. Accordingly, Williams et al.
(2012) reported a marked reduction in retinal ganglionic cell syn-
aptic connectivity in a DOA mouse model. In this mouse line,
synaptic defects are accompanied by retinal ganglionic cell den-
dritic pruning, which preceded the onset of visual loss and struc-
tural changes in the optic nerve (Williams et al., 2010).
In conclusion, unravelling the role of OPA1-dependent mito-
chondrial dynamics on neuronal maturation and function will illu-
minate the physiopathological mechanisms underlying DOA and
probably other neurodegenerative diseases. Such mechanistic de-
tails could give rise to long-awaited therapeutic solutions. In line
with the current emerging hypothesis that impairment of mito-
chondrial dynamics is an early event in most neurodegenerative
pathologies, playing a pivotal role in neuronal plasticity dysfunc-
tion, our findings may help to define targets that precede further
cytotoxic phenomena.
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Depuis! la! découverte! par! notre! équipe! et! ses! collaborateurs! en! 2000! du! gène! codant! la!
protéine! mitochondriale! OPA1! (Delettre! et! al.! 2000b),! dont! les! mutations! sont! responsables! de!
l’Atrophie! Optique! Dominante! de! type! 1! (ADOA=1),! de! nombreuses! pistes! d’études! ont! été!
envisagées! pour! comprendre! l’étiologie! de! cette! rétinopathie.! Le! rôle! d’OPA1! dans! la! fusion! des!
mitochondries! et! sa! fonction! anti=apoptotique! ont! été! abondamment! décrits! dans! la! littérature!







et! al.! 2008;! Spinazzi! et! al.! 2008).! Mes! travaux! de! thèse! ont! permis! de! préciser! l’impact! de! la!
diminution!d’expression!d’OPA1!sur!l’homéostasie!redox!et!ont!ouvert!de!nouvelles!perspectives!sur!
l’analyse! du! statut! antioxydant! des! cellules! pour! proposer! des! thérapeutiques! personnalisées! aux!
patients! atteints! d’ADOA=1.! L’analyse! de! l’environnement! protéique! de! la! dynamine! fournit! des!
pistes!pour!comprendre!l’implication!d’OPA1!dans!le!métabolisme!oxydatif!et!propose!une!relecture!
de! ses! fonctions! afin! d’appréhender! au! mieux! ses! dysfonctions.! Enfin,! nous! proposons! que! des!
défauts!de!la!morphologie!et!de!la!fonctionnalité!énergétique!des!mitochondries!dans!des!neurones!
invalidés! pour! OPA1! seraient! responsables! de! l’altération! de! la! synaptogenèse! et! donc! de! la!
maturation!neuronale.!!
!
La diminution d’OPA1 entraîne un déséquilibre de l’homéostasie 
redox vers un état pro-oxydant 
Bien!que!la!pathologie!de!l’ADOA=1!soit!décrite!comme!neurodégénérative,!nous!avons!fait!le!
choix!de!travailler!également!dans!des!cellules!HeLa!et!de!présenter!les!résultats!au!même!titre!que!
les! neurones! en! culture! primaire.! En! effet,! nous! avons! pu! démontrer! que! la! mécanistique!
intracellulaire! impliquée! en! réponse! à! la! diminution! d’OPA1! est! «!pluri=tissulaire!»! car! elle! ne!
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s’applique! pas! uniquement! à! des! cellules! neuronales,! ce! qui! permet! d’intégrer! ce! travail! dans! un!
contexte!physiologique!et!physiopathologique!plus!global.!
Le!métabolisme! oxydatif!mitochondrial! est! altéré! dans! des! cellules! dont! la! quantité! d’OPA1! est!
diminuée!
Comme! précédemment,! afin! de! mimer! une! haploinsuffisance! du! gène!OPA1,! nous! avons!
diminué! la! quantité! de! la! protéine! par! une! stratégie! d’interférence! à! l’ARN! dans! des! cellules!
humaines! (HeLa)! et! des! neurones! corticaux! en! culture! primaire! (rat).! Nous! avons! montré! que! la!
diminution! de! la! quantité! d’OPA1! dans! les! cellules! HeLa! (Olichon! et! al.! 2007)! et! des! neurones!
(Bertholet! et! al.! 2013)! provoque! une! baisse! du! potentiel! de! membrane! mitochondrial.! Ce!
phénomène!est!d’ailleurs!retrouvé!dans!MEFs!invalidés!pour!OPA1!par!interférence!à!l’ARN!(Chen!et!
al.! 2005b).! Cette! diminution! traduirait! une! perturbation! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale.! En! effet,! nous! avons! montré! que! la! respiration! spontanée! est! significativement!
diminuée!dans!les!cellules!HeLa!et!les!neurones!dont!l’expression!d’OPA1!est!diminuée.!Ces!résultats!
corrèlent! avec! les! données! obtenues! dans! des!MEFs! déplétés! pour!OPA1! (Chen! et! al.! 2005b),! des!
fibroblastes!ou!des!muscles!issus!de!patients!atteints!d’ADOA=1!(Amati=Bonneau!et!al.!2005;!Chen!et!
al.! 2005;!Chevrollier! et! al.! 2008;!Cipolat! et! al.! 2004;! Lodi! et! al.! 2004;! Song!et! al.! 2007;! Song!et! al.!
2009;! Zanna! et! al.! 2008),! chez! le! poisson! zèbre! invalidé! pour! OPA1! (Rahn! et! al.! 2013)! et! chez! la!
drosophile!dOPA1+/Z! (Tang!et!al.!2009).!De!manière!surprenante,! l’ajout!de!l’agent!découplant!FCCP!
n’augmente! pas! plus! la! respiration! cellulaire,! contrairement! au! poisson! zèbre! invalidé! pour! OPA1!
(Rahn! et! al.! 2013).! Ainsi,! dans! nos! modèles! cellulaires! d’ADOA=1,! la! respiration! spontanée! serait!
maximale.! Ce! phénomène! a! déjà! été! décrit! dans! des!modèles! cellulaires! ou! animaux! de!maladies!
neurodégénératives! comme! la! souris! TG2576! modèle! de! la! maladie! d’Alzheimer! (Varghese! et! al.!
2011)!ou!dans!des!cellules!striatales!modèles!de!la!maladie!de!Huntington!(STHdhQ111)!(Siddiqui!et!
al.! 2012).! De!manière! intéressante,! dans! des! cellules! dopaminergiques! N27! en! culture,! l’ajout! de!
paraquat! (molécule! qui! induit! un! stress! oxydatif! en! inhibant! le! complexe! I)! ne! perturbe! pas! la!
respiration! spontanée!des!cellules!mais!altère! la! capacité! respiratoire!maximale!des!mitochondries!
(Lopert! et! al.! 2012).! Dans! ce! modèle,! l’inhibition! du! système! antioxydant!
thioredoxine/peroxiredoxine!cumulée!avec! le!traitement!par! le!paraquat! induit!une!diminution!des!
différents! stades! respiratoires! (spontané! et! maximal),! tout! comme! dans! nos! modèles! cellulaires!
invalidés!pour!OPA1.!Ainsi,!perturber!l’état!redox!intracellulaire!induit!les!mêmes!conséquences!sur!
l’activité!mitochondriale!que!la!perte!d’OPA1.!!
A! la! lumière! de!mes! travaux! de! thèse! et! des! données! bibliographiques,! deux! questions! se!
posent! alors!:! i)! par! quels! mécanismes! la! diminution! d’OPA1! induit=elle! une! perturbation! de! la!
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respiration!mitochondriale!spontanée!?! ii)!pourquoi! la!respiration!n’est=elle!pas!stimulée!par! l’ajout!
d’un!agent!découplant!dans!des!cellules!déplétées!pour!OPA1!?!!
Nous! avons!montré! que! les! neurones! (Bertholet! et! al.! 2013)! et! les! cellules!HeLa,! invalidés!






de! l’intégrité!des! complexes.!Des!effets!«!indirects!»!de! la!perte!d’OPA1! sont!également!envisagés!






patients! atteints! du! syndrome! «!ADOA=1! plus!»! (Amati=Bonneau! et! al.! 2008!;! Hudson! et! al.! 2008).!
Etant! donné! que! le! génome! mitochondrial! code! 13! sous=unités! de! la! chaîne! respiratoire,! la!
diminution!de!la!respiration!mesurée!consécutivement!à!la!perte!d’OPA1!pourrait!être!le!reflet!de!la!
diminution! d’ADNmt.! De! plus,! la! sous=unité! COXI,! codée! par! le! génome! mitochondrial,! diminue!
drastiquement!dans!nos!modèles.!
La! diminution! de! la! quantité! de! certains! complexes! respiratoires! pourrait! entraîner! une!
baisse! de! leur! activité! (Chen! et! al.! 2005;! Tang! et! al.! 2009)! et! donc! expliquer! la! diminution! de! la!
respiration!cellulaire.!Or,!excepté!le!complexe!II!qui!diminue!d’environ!25!%,!l’activité!des!complexes!
in&vitro&reste!stable!dans!nos!conditions.!La!diminution!de! la! respiration!mitochondriale!n’est!donc!
pas! le! reflet! d’un! défaut! d’activité! intrinsèque! des! complexes.! Ainsi,! nous! proposons! une! autre!
hypothèse!:! l’organisation! des! complexes! respiratoires! en! supercomplexes.! En! effet,! ces!
«!respirasomes!»! sont! essentiels! pour! l’assemblage! et! la! stabilité! des! complexes! (Acin=Perez! et! al.!
2004;!Diaz!et!al.!2006;!Li!et!al.!2007)!et!semblent!impliqués!dans!l’efficacité!du!transfert!d’électrons!
(Acin=Perez! et! al.! 2014;! Vartak! et! al.! 2013).! Les! complexes! respiratoires! et! les! respirasomes! sont!
notamment! concentrés! au! niveau! des! crêtes! mitochondriales! car! l’essentiel! du! cytochrome! c,! le!
transporteur! d’électrons! du! complexe! III! au! IV,! s’accumule! dans! l’espace! intra=crête! (Vogel! et! al.!
2006).! Sachant! que! la! protéine! OPA1! a! un! rôle! prépondérant! dans! la! structuration! des! crêtes!
mitochondriales,! la! perte! de! fonction! de! cette! dynamine! perturbe! l’organisation! de! la!membrane!
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interne! (Cipolat! et! al.! 2006;! Darshi! et! al.! 2010;! Frezza! et! al.! 2006).! Ainsi,! la! diminution! de! la!
respiration!observée!dans!nos!conditions!peut!être!expliquée!par! la!désorganisation!des!crêtes!qui!
engendre!par!voie!de!conséquence!une!dissociation!des!supercomplexes!en!forme!libre!(Lenaz!and!
Genova,! 2009).!Un!article!paru! très! récemment!met! en! avant! l’importance!de! la! forme!des! crêtes!
pour!l’assemblage!et!la!stabilité!des!supercomplexes!et!l’efficacité!de!la!respiration!in&vitro&et!in&vivo&
(Cogliati! et! al.! 2013).! Les! auteurs! démontrent! que! la! perte! d’OPA1! induite! dans! une! lignée!
immortalisée!de!fibroblastes!issus!de!souris!adultes!(MAFs),!engendre!des!défauts!de!mise!en!place!
des! supercomplexes.! Résultats! que! les! auteurs! ont! également! retrouvés! dans! des! MEFs! KO! pour!
OPA1!et!in&vivo!dans!des!mitochondries!de!foie!de!souris!invalidées!de!manière!inductible!pour!OPA1.!
De! plus,! une! surexpression! de! la! protéine! OPA1! d’environ! 50! %! induit! des! crêtes! serrées! et! une!
augmentation!du!nombre!de!supercomplexes!dans!des!mitochondries!de!foie!de!souris!(Cogliati!et!al.!




dans! nos!modèles,! nous! envisageons! donc! de! vérifier! la! nature! et! la! stabilité! des! supercomplexes!
dans!nos!modèles!cellulaires,!invalidés!pour!OPA1!par!interférence!à!l’ARN,!avec!la!technique!du!Blue!
Native! Polyacrylamide! Gel! Electrophoresis! (BN=PAGE)! (Leary! 2012).! Un! autre! travail! publié! très!
récemment! met! en! lumière! le! lien! très! étroit! entre! OPA1,! la! fusion! mitochondriale! et! la!
phosphorylation! oxydative! (OXPHOS)! à! l’aide! d’un! outil! permettant! la! visualisation! des! différents!
compartiments!mitochondriaux!par!microscopie!à!fluorescence,!in&vitro!(Mishra!et!al.!2014).!En!effet,!
stimuler!la!respiration!mitochondriale,!comme!par!exemple!en!présence!d’un!milieu!galactose,!induit!
une! augmentation! de! la! fusion! des! membranes! internes! mitochondriale,! suite! au! clivage! de! la!
dynamine! OPA1! par! la! protéase! YME1L.! Le! lien! entre! la! fusion!mitochondriale! et! le!métabolisme!
énergétique!serait!établi!par!la!dynamique!des!formes!longues!et!courtes!d’OPA1!(Mishra!et!al.!2014).!
Cet!outil!ouvre!de!nouvelles!perspectives!de!compréhension!du! lien!entre!OPA1!et! le!métabolisme!
oxydatif! et! pourrait! être! utilisé! dans! des! tissus! de! patients! porteurs! de!mutations! du! gène!OPA1,!
notamment! celles! responsables!d’un!effet!dominant!négatif! comme! la! forme!G300E! (Landes!et! al.!
2010).!!
Comme!nous!pouvons!le!constater,!la!perte!de!la!dynamine!OPA1!engendre!une!diminution!
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Le! défaut! de! la! phosphorylation! oxydative! des! mitochondries! de! cellules! invalidées! pour!
OPA1!pourrait!s’accompagner!d’un!déficit!de!synthèse!d’ATP!mitochondrial.!Dans!nos!conditions,!les!
taux!d’ATP!intracellulaires!dans! les!cellules!HeLa!et! les!neurones!sont!stables.!Ces!résultats!sont!en!




perte! d’OPA1! dans! nos! modèles,! l’activité! resterait! donc! stable,! 2)! l’ATP! serait! produit!
principalement!par!la!glycolyse.!Les!cellules!cultivées!sont!en!présence!d’un!milieu!contenant!4,5!g/L!
de!glucose.!Cette!«!hyperglycémie!»!favorise!la!production!d’ATP!par!la!glycolyse!ce!qui!implique!que!
nous! ne! sommes! pas! dans! les! meilleures! conditions! pour! analyser! l’activité! de! l’ATP! synthase!
mitochondriale.! Toutefois,! en! conservant! nos! conditions! de! culture,! nous! pourrions! déterminer! la!
part!de! la!mitochondrie!dans! la!production!totale!d’ATP!en!utilisant! l’oligomycine,!un! inhibiteur!du!





la!quantité!d’OPA1!aboutit!une!diminution!du!taux!d’EAO! intracellulaire! total!dans! les!neurones! (6!





serait! ralenti,! comme! en! témoigne! la! diminution! de! la! respiration.! Ces! résultats! suggèrent! que! la!
quantité! d’électrons! libres! augmenterait! au!niveau!du! complexe! I! dans! les! cellules!déplétées! pour!
OPA1,! ce! qui! favoriserait! leur! interaction! avec! l’oxygène! libre,! phénomène! à! l’origine! d’une!
production!d’anion!superoxyde!dans!la!mitochondrie!(Turrens!1997;!Turrens!2003).!Cette!hypothèse!
est!en!accord!avec!la!diminution!de!l’activité!de!l’aconitase!que!nous!avons!observée!dans!les!deux!
modèles! cellulaires! (Tretter! et! al.! 2011).! Pour! appuyer! ces! arguments,! nous! pourrions! utiliser! la!
sonde!MitoSOX!qui! s’accumule!dans! la!mitochondrie!et!devient! fluorescente!au! contact!de! l’anion!
superoxyde! (Yang! et! al.! 2014).! D’autres! indicateurs! du! taux! d’EAO,! qui! ont! été! développés! ces!
dernières! années,! permettent! des! mesures! plus! sensibles! et! en! temps! réel! du! statut! redox!
intracellulaire! in& vitro! et! in& vivo! (Lukyanov! and!Belousov! 2014;!Wang! et! al.! 2013).! Par! exemple,! la!





fluorescent! protein)! permettent! de! rendre! compte!du!potentiel! redox! intracellulaire! car! elles! sont!
sensibles! à! l’oxydation! et! les! formes! oxydées! et! réduites! ne! présentent! pas! les!mêmes! longueurs!
d’onde!d’excitation,!qui!de!plus!varient!en!fonction!du!type!de!roGFPs!(de!1!à!6!roGFPs)!(Dooley!et!al.!
2004;!Hanson!et!al.!2004).!Cet!outil!pourrait!être!utilisé!en!parallèle!des!dosages!des!formes!réduites!
et!oxydées!du!glutathion!que!nous!avons!déjà! réalisés.!En!effet,! le!niveau!de!glutathion! réduit!est!
très!élevé!dans!nos!deux!modèles!cellulaires!diminués!pour!OPA1,!ce!qui!suggère!une!activation!du!
métabolisme!du!glutathion!(Takaya!et!al.!2012;!Yuyun!et!al.!2013).!Les!dosages!ayant!été!réalisés!72h!
et! 6! jours! après! transfection! par! le! siOPA1!pour! les! cellules!HeLa! et! les! neurones! respectivement,!
nous!pourrions!suivre!le!statut!redox!des!cellules!pendant!plusieurs!heures!après!l’extinction!d’OPA1.!
En!effet,!nous!avons!pu!constater,!dans!les!cellules!HeLa!déplétées!pour!OPA1,!que!le!niveau!d’EAO!
intracellulaire!mesuré!par! la!sonde!H2=DCFDA!à!48h!était! identique!au!contrôle!et!qu’à!56h! le! taux!
d’EAO! commençait! à! diminuer.! Les! sondes! roGFP! rendraient! compte!du! statut! redox!entre!48h!et!
56h!de!transfection!afin!de!comprendre!la!réponse!intracellulaire!mise!en!jeu!suite!à!la!perte!d’OPA1.!
De!plus,!nous!pourrions!obtenir!des!informations!sur!l’origine!de!cette!diminution!car!ces!protéines!
fluorescentes! peuvent! être! adressées! aux! différents! compartiments! intracellulaires,! comme! la!









! Un! autre! argument! en! faveur! de! la! diminution! des! EAO! intracellulaires! totaux! dans! nos!
modèles!est!l’activation!des!défenses!antioxydantes.!Nous!avons!pu!montrer!que!la!diminution!de!la!
protéine! OPA1! dans! des! neurones! et! des! cellules! HeLa! induit! une! relocalisation! du! facteur! de!
transcription!NRF2!au!noyau,!signe!de!son!activation!(Gan!and!Johnson!2013;!Takaya!et!al.!2012;!de!
Vries!et!al.!2008).!De!plus,!ce!phénomène!est!visible!dès!67h!après!transfection!des!cellules!HeLa!par!
le! siOPA1.! Nous! pouvons! donc! supposer! qu’une! augmentation! du! taux! d’EAO! intracellulaire,! en!
amont!de!cette!cinétique,!est!suffisante!pour!dissocier! le!complexe!NRF2/Keap=1!et!permettre!une!
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relocalisation! massive! de! NRF2! dans! le! noyau.! De! plus,! les! quantités! protéiques! et/ou! l’activité!
enzymatique! de! cibles! de! NRF2,! comme! les! superoxydes! dismutases,! la! catalase! ou! GSTP1,! sont!
augmentées! dans! nos! modèles! cellulaires! invalidés! pour! OPA1.! Clairement,! la! diminution! d’OPA1!
engendre! une! signalisation! antioxydante! qui! serait! responsable! de! la! diminution! du! taux! d’EAO!
observé!6!jours!ou!72h!après!transfection!des!neurones!ou!des!cellules!HeLa!respectivement.!!
En!plus!du!rôle!largement!décrit!de!NRF2!dans!la!réponse!au!stress!oxydatif!par!l’activation!
des! défenses! antioxydantes,! le! facteur! de! transcription! est! intimement! lié! au! métabolisme!














Pour! déterminer! les! mécanismes! intracellulaires! mis! en! jeux! chez! les! patients! atteints!
d’ADOA=1!qui! subissent! comme! tout!un! chacun!des! stress! exogènes! au!quotidien,! comme! les!UVs!
(Kushibiki!et!al.!2013)!ou! l’hypoxie! transitoire!dans! l’œil,!nous!avons! induit!un!stress!oxydatif!dans!
des! neurones! transfectés! par! un! siOPA1.! Tout! comme! dans! les! modèles! invertébrés! (drosophile,!
C.Elegans)& porteurs! de! mutations! du! gène! OPA1& (Kanazawa! et! al.! 2008;! Tang! et! al.! 2009),& les!
neurones!ex& vivo&présentent!une! sensibilité! accrue!à!un! stress!oxydant.! En!effet,! après! traitement!
«!aigu!»!ou!«!chronique!»!par!la!roténone!(inhibiteur!du!complexe!I)!des!cellules!traitées!par!siOPA1,!
la!mort!cellulaire!est!plus!importante!que!dans!les!conditions!contrôles.!Nous!avons!de!plus!observé!
que! les! défenses! antioxydantes! ne! sont! pas! activées! en! réponse! à! ce! traitement.! En! effet,! la!
translocation!de!NRF2!augmente!dans! les!cellules!contrôles!traitées!par! la! roténone!mais!pas!dans!
celles!qui!sont! invalidées!pour!OPA1.!De!plus,! les!quantités!protéiques!de!SOD1!et!catalase!restent!
stables!voir!diminuent!après! le! traitement!aigu!à! la! roténone.!Nous!pouvons!donc!proposer!que! la!
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sensibilité! des! cellules! à! un! stress! oxydant! soit! la! conséquence! d’une! saturation! de! la!machinerie!
antioxydante,! suite!à! la!diminution!d’OPA1.!Ces! résultats! rappellent! les! travaux!de! Jin!et! collègues!
dans!des!cellules!striatales!modèles!de!la!maladie!de!Huntington.!Suite!à!un!stress!oxydatif!induit!par!
le! t=BHQ! (tert=butylhydro=quinone),! les! cellules! qui! expriment! une! forme! délétère! de! la! protéine!
huntingtin! (Htt)! ne! présentent! pas! d’activité! ARE,! donc! pas! d’activation! de! la! voie! NRF2,!
contrairement!aux!cellules!contrôles!(Jin!et!al.!2013).!!
Dans!notre!cas,! l’activation!de!NRF2! suite!à! la!perte!d’OPA1!ne!semble!pas! induire! la! cible!
SOD2,! ni! en! condition! «!basale!»! ni! en! présence! de! roténone.! Or! cette! enzyme! est! directement!
impliquée! dans! la! détoxification! de! l’anion! superoxyde! produit! au! niveau! de! la! matrice!
mitochondriale! par! les! complexes! I,! II! et! III.! Sachant! que! d’autres! facteurs! de! transcription! sont!
également! impliqués! dans! la! transactivation! du! gène! codant! SOD2,! comme! AP=2! et! Sp1,! ou!
l’inhibition!de!la!transcription,!comme!Egr=1!(Porntadavity!et!al.!2001),!nous!pouvons!donc!supposer!
un!autre!mécanisme!de!régulation!pour!cette!cible!dans!nos!modèles.!SOD2!semble!être!une!cible!
intéressante! car! la! déplétion! de! cette! protéine! par! interférence! à! l’ARN! (siRNA)! chez! les! vers! C.&
Elegans!invalidés!pour!OPA1!(mutations!ou!siRNA)!diminue!drastiquement!la!taille!de!la!progéniture,!










que! les! souris! OPA1+/Z! subissent! un! vieillissement! prématuré.! En! effet,! le! vieillissement! est!
généralement!associé!à!une!augmentation!des!radicaux!libres,!ce!qui!est!le!cas!dans!notre!modèle!de!
souris!mutées!(Sohal!and!Orr!2012).!!




2007),! les!mêmes!modèles!murins! que! nous! possédons! au! laboratoire,!montre! une! diminution! de!
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SOD2! (ARNm!et!protéine),! à!9!mois! (Nguyen!et! al.! 2011).! Les! auteurs! suggèrent!également!que! la!
diminution!de!cette!enzyme!antioxydante!pourrait!participer!à!la!mise!en!place!d’un!stress!oxydant!
et,! à! terme,! à! la! perte! des! cellules! par! apoptose,! comme! ils! ont! pu! le! démontrer! par! la!méthode!




mois! chez! les! souris!OPA1+/Z.! Pour! analyser! la! théorie! du! vieillissement! cellulaire! précoce! chez! les!
souris!OPA1+/Z,!nous! souhaitons!caractériser! le! statut!antioxydant!de! souris! sauvages!et!mutées!au!
delà!des!10!mois.!En!effet,!la!dégénérescence!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!chez!les!souris!





néanmoins! inefficace! pour! détoxifier! les! cellules! du! cortex,! chez! les! souris! OPA1+/Z,! comme! en!
témoigne!la!diminution!de!l’activité!de!l’aconitase.!!
Les! premiers! résultats! montrent! que! les! défenses! antioxydantes! sont! insuffisantes! pour!
tamponner!les!radicaux!libres!produits.!Nous!obtenons!dans!les!cortex!du!modèle!murin!les!mêmes!
résultats! que! dans! les! neurones!ex& vivo& invalidés! pour!OPA1! et! traités! avec! la! roténone.! En! effet,!
nous!n’observons!pas!d’augmentation!des!quantités!de!la!catalase!ni!de!SOD1!lors!du!traitement!pro=
oxydant,! dans! des! neurones! invalidés! pour! OPA1.! Cependant,! il! est! évident! qu’à! ce! stade! de! nos!
études,!nous!ne!pouvons!écarter!un!rôle!de!la!glie.!Cette!question!doit!être!adressée!afin!de!préciser!
son! implication! ou! pas! dans! ce! mécanisme! de! neurodégénérescence.! Pour! comprendre! le!
mécanisme! mis! en! jeu! chez! les! souris! OPA1+/Z! lors! de! leur! vieillissement,! de! nombreuses! autres!
expériences!sont!à!envisager.!En!effet,!les!premières!atteintes!de!la!vision!sont!détectées!à!partir!du!
13ème! mois! chez! la! souris! mutante! et! s’accentuent! jusqu’au! 24ème! mois! (Alavi! et! al.! 2007).! Ainsi,!
caractériser!l’homéostasie!redox!dans!des!souris!âgées!permettrait!de!mieux!comprendre!la!cause!de!
la! dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine,! voire! d’appréhender! les! autres!
symptômes!extra=oculaires,!comme!les!problèmes!locomoteurs!observés!à!21!et!22!mois!(Alavi!et!al.!
2009).!De!même,!analyser!le!statut!antioxydant!et!le!métabolisme!oxydatif!chez!les!souris!jeunes!et!
au! stade! embryonnaire! fournirait! des! pistes! essentielles! pour! comprendre! la! mise! en! place! de! la!
maladie!de!l’ADOA=1.!
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Le!statut!antioxydant!de!certains!patients!atteints!d’ADOA;1!est!affecté!
Comme!dans!nos!modèles! cellulaires! et! animaux,! la! perte! de! fonction!d’OPA1,! induite! par!
des!mutations!chez!les!patients,!serait!responsable!de!la!mise!en!place!d’un!état!pro=oxydant!au!sein!
de!la!cellule.!Malgré!la!faible!cohorte!de!patients!dont!nous!disposons!au!laboratoire,!nous!avons!pu!
mettre! en! évidence! trois! groupes! d’individus! :! 1)! une! population! qui! présente! des! défenses!
antioxydantes!activées,!tout!comme!dans!nos!modèles!cellulaires,!2)!des!personnes!qui!expriment!un!
niveau! d’enzymes! détoxifiantes! comparable! au! groupe! contrôle! et! 3)! un! groupe! qui! présente! des!
réponses! antioxydantes! très! faibles,! notamment! SOD1! et! SOD2.! D’après! ces! résultats,! nous!
proposons! des! approches! thérapeutiques! ciblées! pour! les! patients.! En! effet,! l’ensemble! de! mes!
travaux!de!thèse!a!permis! le!dépôt!d’un!brevet!européen!le!27!mars!2014!(n°EP14305448)!nommé!
ANTIOCHE!(Les!défenses!antioxydantes,!nouveau!marqueur!de!pronostic!et!cibles!thérapeutiques!de!
l’ADOA=1)! ou!«!Method,! process! and! kit! for! prognosis! of!OPA1! gene!or!OPA1=gene!product=deficit!
induced! diseases!».! Nous! proposons! aux! industries! pharmaceutiques! de! développer! un! «!kit!»!
pronostic!permettant!de!déterminer!le!niveau!des!défenses!antioxydantes!et!l’activité!de!l’aconitase!
(témoin!des!EAO! intra=mitochondriaux)! chez! les!patients!atteints!d’ADOA=1!à!partir!de!biopsies!de!
peau!ou!de!prélèvements!buccaux!ou!sanguins.!Ces!données!peuvent!être!comparées!aux!résultats!
obtenus! chez! des! volontaires! sains! au! même! âge! que! le! patient! ou! au! patient! lui! même,! si! des!
analyses! ont! été! effectuées! auparavant.! J’ai! pu! réaliser! différents! tests! (nombre! de! cellules,!
concentration!de! l’échantillon…)!pour!déterminer! l’activité!de! l’aconitase! in&vitro! (Kit!Biomérieux)!à!
partir! de! fibroblastes! issus! de! peau! de! patients! ou! de! volontaires! sains,!mais! sans! aucun! résultat!
exploitable!jusqu’à!présent.!Le!kit!que!nous!utilisons!couramment!au!laboratoire!ne!semble!pas!être!
efficace! pour! la! mesure! de! l’activité! de! l’aconitase.! Nous! suggérons! donc! que! certaines!mises! au!
point!doivent!être!réalisées!pour!déterminer!les!conditions!(ou!le!kit)!optimales!pour!réaliser!ce!type!
de!dosage.!
Ainsi! en! fonction! des! résultats,! différentes! stratégies! sont! à! envisager.! Si! le! patient! se!
présente!dans! le! cas!de! figure!1),! ses!défenses!antioxydantes! sont! capables!de! répondre!au! stress!
endogène!(la!perte!de!fonction!d’OPA1)!et!aux!stimuli!exogènes!(UVs,!hypoxie).!Nous!proposons!tout!
de!même!un!suivi!de!ces!personnes!et!un!traitement!préventif!à!base!de!molécules!antioxydantes.!
De!même,! pour! les! personnes! qui! se! comportent! comme! le! groupe! 2)! et! qui! ont! une! activité! de!














pour! tamponner! les! radicaux! libres.! Ainsi,! une! thérapeutique! avec! des! molécules! antioxydantes!
«!directe!»! serait! plus! appropriée.! De! plus,! 3! des! 4! patients! analysés! présentent! un! syndrome!




grande! cohorte! de! patients! atteints! d’ADOA=1.! Nous! pouvons! également! considérer! que! NRF2!
pourrait! être! un! gène! modificateur! de! sévérité.! En! effet,! des! résultats! préliminaires! sur! la!







production! d’anion! superoxyde! dans! la! mitochondrie,! mais! sans! succès.! Pour! obtenir! plus!
d’information! sur! le! statut! redox! de! ces! cellules,! l’utilisation! des! sondes! roGFPs! pourrait! être! plus!
appropriée!(Lukyanov!and!Belousov!2014).!!
Enfin,!les!effets!bénéfiques!de!la!voie!de!signalisation!de!NRF2!ont!fait!l’objet!de!nombreuses!
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l’implication!de!NRF2!dans!un!phénomène!d’amplification!du!stress!oxydant!dans!les!cellules!murines!
NIH! 3T3! ou! des! fibroblastes! humains! (Zucker! et! al.! 2014).! En! effet,! des! traitements! oxydatifs! très!
puissants! par! des! radicaux! oxygénés! ou! agents! chimiques! (peroxyde! d’hydrogène,! étoposide,!
paraquat)!induisent!la!voie!de!signalisation!de!NRF2!directement!responsable!de!la!transcription!de!
Klf9!(Kruppel=like!factor!9),!une!protéine!impliquée!dans!l’accumulation!des!EAO!et!par!conséquent!
dans! la! mort! cellulaire! (Mannava! et! al! 2012;! Zucker! et! al.! 2014).! Ainsi,! les! doses! des! molécules!
antioxydantes! à! visées! indirectes! (par! la! voie! de! NRF2)! doivent! être! très! surveillées! pour! leur!
utilisation!chez!les!patients!atteints!d’ADOA=1!ou!d’autres!maladies!neurodégénératives.!
!




enrichissements! mitochondriaux! à! partir! de! neurones! corticaux! matures! et! fonctionnels,!
d’immunoprécipiter! la!protéine!OPA1!et! ses!partenaires,!et!de!déposer! le! contenu!de! l’échantillon!








respiratoire.! Zanna! C.! et! collaborateurs! ont! montré! une! intéraction! d’OPA1! avec! les! sous=unités!
NDUFA9!(complexe! I),!une!sous=unité!de!70kDa!(complexe! II)!et! la!sous=unité!Core!2! (complexe! III)!
dans!des!extraits!issus!de!fibroblastes!humains!(Zanna!et!al.!2008).!Nous!ne!détectons!donc!pas!les!
mêmes! sous=unités! que! dans! cette! étude! mais! nous! pouvons! nuancer! cette! différence! car! nous!
avons! identifié! la!plupart!des!sous=unités!des!complexes!seulement!dans!une!des!trois!expériences!
de!protéomique.!
Les! trois! expériences! de! protéomique! nous! ont! permis! d’identifier! deux! nouveaux!
partenaires! potentiels! d’OPA1!:! l’aconitase! et! l’Hexokinase! 1! (HK1).! La! mise! en! évidence! de! la!
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présence!de!l’aconitase!dans!un!macro=complexe!avec!OPA1!renforce!le!lien!déjà!démontré!entre!la!
dynamine! et! le! métabolisme! oxydatif,! car! cette! enzyme! a! un! rôle! clé! dans! le! cycle! de! Krebs.! La!
présence!d’OPA1!ne!semble!pas!nécessaire!pour!la!stabilité!de!l’enzyme!car!la!quantité!de!l’aconitase!
est! stable! dans! les! cellules! HeLa! et! les! neurones! invalidés! pour! OPA1.! Néanmoins,! dans! ces!
conditions,! l’activité!de! l’enzyme!est!diminuée.!Cette!diminution!se! justifie!principalement!par!une!
oxydation! de! l’enzyme! par! l’anion! superoxyde! produit! au! niveau! de! la! chaîne! respiratoire!





entre! OPA1! et! l’aconitase! vient! du! modèle! levure.! En! effet,! des! travaux! réalisés! par! Chen! XJ! et!





pourrait!être!en! lien!avec!son!rôle!dans! le!maintien!de! l’ADN!mitochondrial!(Elachouri!et!al.!2011).!
Nous! proposons! de! réaliser! des! ChiP=seq! (Chromatine! ImmunoPrecipitation! followed! by!massively!
parallel!sequencing)!sur!l’ADN!mitochondrial,!comme!cela!a!déjà!été!réalisé!avec!la!protéine!TFAM,!à!
partir!d’extraits!de!cellules!HeLa!(Wang!et!al.!2013).!En!effet,!nous!pourrions!récupérer! la!protéine!
OPA1!ou! l’aconitase!avec!des!anticorps!de!bonne!qualité!et!vérifier! le! site!de! liaison!à! l’ADN,! si! ce!
dernier!a!été!immunoprécipité.!!
! Comme!nous! l’avions!exposé!précédemment,! la!présence!d’OPA1!dans!un!macro=complexe!
comprenant!la!Mitofiline!a!déjà!été!démontrée!par!co=immunoprécipitation!dans!des!cellules!HEK293!
(Darshi!et!al.!2011).!Le!rôle!de!la!protéine!OPA1!dans!la!jonction!des!crêtes!peut!être!en!lien!direct!
avec! le! complexe! MINOS! (Mitochondria! Inner! Membrane! Organizing! System)! dont! la! protéine!
Mitofiline!est!un!des!constituants!majeurs! (Bohnert!et!al.!2012).!De!plus,!MINOS! interagit!avec! les!
machineries! d’import! des! protéines!mitochondriale! TOM!et! SAM.!Nous! avons! également! retrouvé!
dans! notre! analyse! de! protéomique! les! protéines! TOM70! et! SAM50.! Ces! données! suggèrent!
fortement! qu’OPA1! pourrait! s’associer! avec! le! complexe! MINOS! par! ses! interactions! avec! les!
partenaires!cités.! L’implication!d’OPA1!dans!ce!complexe!permettrait! (i)! la! structuration!des!crêtes!
mitochondriales,! un! rôle!déjà! attribué!à! la! dynamine!et! (ii)! la! régulation!de! l’import!des!protéines!
mitochondriales!qui!pourrait!être!une!toute!nouvelle!fonction!de!la!dynamine.!!





la!diminution!d’OPA1!par! interférence!à! l’ARN.!Ainsi,! l’interaction!entre!OPA1!et! l’ATP!synthase!ne!
semble! pas! être! nécessaire! pour! la! stabilité! de! l’enzyme!mais! pourrait! être! importante! pour! son!
oligomérisation.! En! effet,! la! perte! d’OPA1! induirait! une! déstabilisation! des! homocomplexes! d’ATP!
synthase! de!manière! indirecte,! par! la! déstructuration! des! crêtes,! et/ou! par! la! perte! d’interaction!
«!directe!»! entre! la! dynamine! et! l’enzyme.! La! dimérisation! ou! oligomérisation! de! l’ATP! synthase! a!
déjà!été!décrite!comme!essentielle!dans!la!courbure!de!la!membrane!interne!et!la!jonction!des!crêtes!
(Allen!et!al.!1995;!Paumard!et!al.!2002;!Thomas!et!al.!2008;!Wagner!et!al.!2010).!Nous!pouvons!donc!
proposer! que! l’interaction! entre! OPA1! et! l’ATP! synthase! formerait! un! nouveau! complexe! multi=
protéique!nécessaire!à!la!jonction!des!crêtes!mitochondriales,!indépendamment!de!MINOS.!!




Fay! 1991).! Cette! enzyme! interagit! avec! VDAC1,! un! canal! de! la!membrane! externe!mitochondriale!
(Rosano!2011).!De!plus,!cette!interaction!est!sensible!au!statut!métabolique!de!la!cellule!et!varie!en!
fonction!du!taux!de!glucose!disponible!(Hutny!and!Wilson!2000;!Lynch!et!al.!1991).!En!présence!de!
glucose,! HK1! est! lié! à! VDAC,! qui! lui! même! interagit! avec! le! canal! ANT! (Adenine! Nucleotid!
Translocator)!(Regenold!et!al.!2012).!Ce!multi=complexe!permet!un!meilleur!rendement!énergétique!
pour!la!cellule!car!l’ATP!produit!par!la!phosphorylation!oxydative!est!exporté!de!la!mitochondrie!via&
l’association! des! canaux! ANT/VDAC1,! puis! utilisé! par! HK1! pour! phosphoryler! le! glucose.! Ainsi,! les!
produits!de!cette!réaction,!le!Glc=6=P!et!l’ADP,!sont!respectivement!utilisés!pour!la!glycolyse!et!pour!
la!phosphorylation!oxydative.!Nous!avons,!de!plus,! identifié! les!protéines!VDAC1,!2!et!3,! ainsi!que!
l’ANT2!dans!une!des!trois!expériences!d’interactome.!Ces!résultats,!qui!restent!à!valider,!suggèrent!
un! rôle! prépondérant! d’OPA1! dans! ce! complexe! multi=protéique.! De! plus,! j’ai! pu! confirmer! la!
présence!d’HK1!après! immunoprécipitation!d’OPA1! (n=3).! Sachant!qu’OPA1!est!une!protéine!de! la!
membrane!interne!et!que!l’hexokinase!1!n’est!présente!à!la!membrane!externe!mitochondriale!que!
par! son! interaction! avec! VDAC1,! nous! n’envisageons! pas! une! association! directe! entre! les! deux!
protéines.! Clairement,! des! protéines! «!intermédiaires!»! permettent! cette! interaction,! et! nous!
supposons! que! ANT! et! VDAC! pourraient! remplir! ce! rôle.! De! plus,! nous! avons! réalisé! une! analyse!
«!Ingenuity! Pathway! Analysis!»! (logiciel! Ingenuity)! entre! OPA1! et! l’Hexokinase! 1! qui! suggère! une!
intéraction! fonctionnelle! entre! ces!deux!protéines! et!VDAC1.!De!nombreuses! autres!protéines!ont!
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été! proposées! comme! ayant! des! liens! entre! nos! deux! partenaires! et! pourraient! aider! à! la!
compréhension!de!la!mécanistique!intracellulaire!qui!découle!de!cette!association!en!multi=complexe.!!
Si! l’existence! de! ce! multi=complexe! est! caractérisée,! quel! est! l’intérêt! fonctionnel! d’une! telle!
organisation!?! La! présence! d’OPA1!pourrait! permettre! de! coupler! la! glycolyse,! par! son! association!
avec!HK1,!au!métabolisme!oxydatif!mitochondrial,!par!son!impact!sur!la!phosphorylation!oxydative,!
comme!nous!l’avons!précédemment!décrit.!










Uo! et! al.! 2009;! Voccoli! and! Colombaioni! 2009).! Les! observations! réalisées! pour! ce! travail! se! sont!
limitées! dans! un! premier! temps! aux! zones! proximales! des! dendrites.! Grâce! à! l’utilisation! de!
chambres!de!culture!microfluidiques,!mises!en!place!depuis!peu!au!laboratoire,!nous!analyserons!la!




l’ADOA=1.! En! effet,! les! patients! atteints! de! cette! rétinopathie! présentent! principalement! une!
neurodégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (CGR).! Ces! neurones! ont! une!
morphologie! particulière! car! ils! présentent! de! longs! axones,! avec! une!partie! coudée! au! niveau!du!
nerf! optique! et! une! zone! démyélinisée,! qui! pourrait! participer! à! l’étiologie! de! cette! pathologie!
(Carelli!et!al.!2004).!Dans!nos!conditions,!l’extinction!de!la!protéine!OPA1!dans!les!neurones!corticaux!
provoque,!comme!attendu,! la! fragmentation!des!mitochondries! (Griparic!et!al.!2004;!Olichon!et!al.!
2003;! Song! et! al.! 2007).! La!masse!des!mitochondries! est! altérée!dans! tous! les! compartiments! des!
neurones!transfectés!par!les!siOPA1!(dendrites!et!axones).!
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Comme! dans! notre!modèle! de! culture! primaire! de! neurones! ex& vivo,! l’hyperfilamentation!
transitoire! des! mitochondries! au! cours! de! la! maturation! précède! un! processus! de! différentiation!
dans! de! nombreux! types! cellulaires! tels! qu’une! lignée! de! neuroblastes! immortalisés! (Voccoli! and!
Colombaioni! 2009),! des! myoblastes! (De! Palma! et! al.! 2010),,! des! cellules! souches! embryonnaires!
(Chang! and!Reynolds! 2006)! ,! et! des! neurones! (Wilkerson! and! Sankar! 2011),.! Ainsi,! la!morphologie!
fusionnée! des!mitochondries! pourrait! être! un! critère! de! différentiation! cellulaire,! phénomène! qui!
requiert!des!changements!métaboliques!comme!une!augmentation!de! la!production!d’ATP!(Gomes!
and!Scorrano!2011).! La!perte!de! la!protéine! fusogène!OPA1!entraîne!par! conséquent! l’absence!du!
phénomène!d’hyperfilamentation!transitoire!dans!les!neurones!corticaux!ex&vivo.&Ainsi,!un!défaut!de!
maturation! neuronale! se! met! en! place! comme! en! témoigne! l’altération! de! la! synaptogenèse!
observée!au!9ème!et!12ème!jour!de!culture!des!neurones!invalidés!pour!OPA1.!En!effet,!la!diminution!
d’OPA1! induit! une! réduction! de! la! quantité! de! protéines! spécifiques! des! éléments! pré=! et! post=
synaptiques! et! une! diminution! du! nombre! de! synapses.! Ceci! suggère! un! rôle! de! la! protéine!OPA1!
dans!le!processus!de!synaptogenèse.!De!plus,!l’extinction!d’OPA1!induit!un!retard!de!la!mise!en!place!
de! l’arborescence!dendritique,! significatif! dès! le! 9ème! jour! de! culture.!Nos! résultats! sont! en! accord!
avec!des!travaux!qui!montrent!que!l’inactivation!de!DRP1!in&vitro&ou&in&vivo&(souris&DRP1+/Z)&provoque!





FIS1,! entraîne! une! diminution! du! nombre! d’épines! dendritiques! dans! des! neurones! corticaux! en!
culture!primaire!(Wang!et!al.!2009).!!
De! façon! concomitante! avec! le! pic! d’hyperfilamentation! transitoire! des! mitochondries,! le!
potentiel! de!membrane!mitochondrial! augmente,! en! association! avec! une! élévation! transitoire! du!
taux!intracellulaire!d’EAO!et!la!translocation!au!noyau!du!facteur!de!transcription!NRF2.!Dans!notre!
modèle! cellulaire,! l’augmentation! du! taux! d’EAO! serait! en! aval! de! l’hyperfilamentation,! démontré!
par! l’absence! d’effet! du! traitement! antioxydant! à! DIV6! sur! la! morphologie! mitochondriale.! Nous!
proposons! donc! que! l’hyperfilamentation! induit! une! augmentation! transitoire! de! l’activité! de! la!
chaîne! respiratoire,! comme!en! témoigne! l’augmentation!du!potentiel!de!membrane,!et!donc!de! la!
quantité!d’EAO.!Sachant!que!les!EAO!peuvent!agir!comme!des!seconds!messagers,!il!n’est!pas!rare!de!
les! retrouver! en! amont! d’une! voie! de! signalisation! responsable! de! la! différenciation! neuronale!
(Prozorovski!et!al.!2008;!Suzukawa!et!al.!2000;!Tsatmali!et!al.!2005).!Cette!signalisation!pourrait!être!
responsable!de!l’activation!de!la!voie!du!facteur!de!transcription!NRF2!(Min!et!al.!2011),!déjà!montré!
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comme!important!dans!la!différenciation!neuronale!dans!des!souris!déficientes!pour!le!gène!NRF2!et!
des! lignées! cellulaires! PC12! (Kosaka! et! al.! 2010;! Zhao! et! al.! 2009).! L’hyperfilamentation!
mitochondriale!transitoire!dans!des!neurones!ex&vivo!permettrait!la!mise!en!place!d’une!signalisation!
impliquant! NRF2! qui! pourrait! entraîner! la! maturation! des! neurones! par! l’induction! de! cibles! qui!
restent!à!caractériser,!comme!cela!a!déjà!été!démontré!dans! les!adipocytes!(Seo!and!Lee!2013)!ou!






phosphorylation! oxydative! se! traduisant! par! une! perturbation! de! la! signalisation! redox! et! de! la!
synaptogenèse.!!
!
Impacts de ces travaux sur la compréhension de la pathogenèse de 
l’ADOA-1 
Les!premières!observations!menées! sur! des!patients! atteints! de! la! pathologie!de! l’ADOA=1!
ont!décrit!une!altération!spécifique!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!(CGR).!La!découverte!plus!
récente! de! formes! syndromiques! de! cette! pathologie! a! permis! d’élargir! le! tableau! clinique! et! de!
révéler!des!atteintes!multiples!du!système!nerveux!central!comme!une!altération!du!nerf!auditif!et!
l’apparition!de! lésions! cérébrales!accompagnées,! chez! certains!patients,!de!problèmes!musculaires!
(Yu=Wai=Man!et!al.!2010).!Ainsi,!les!dysfonctions!d’OPA1!se!révèlent!cruciales!non!seulement!pour!les!
cellules!ganglionnaires!mais!également!pour!d’autres!types!cellulaires.!!
Nos! investigations! dans! des! modèles! cellulaires! (cellules! HeLa,! neurones,! fibroblastes! de!
patients)!et!animaux!(souris)!de!l’ADOA=1!on!permis!de!mettre!en!évidence!pour!la!première!fois!un!
mécanisme! moléculaire! et! cellulaire! commun.! En! effet,! la! perte! de! fonction! de! la! dynamine!
(interférence! à! l’ARN! ou!mutations! du! gène)! induit! un! défaut! de! l’activité! mitochondriale! et! une!
activation!des!défenses!antioxydantes,!principalement! impliquées!dans! la!voie!de!détoxification!de!
l’anion! superoxyde.! De! plus,! l’induction! d’un! stress! oxydatif! exogène! augmente! la!mort! cellulaire,!
probablement! par! l’incapacité! des! neurones! à! mettre! en! place! une! réponse! antioxydante!
supplémentaire.!La!dérégulation!de!l’homéostasie!redox!consécutive!à!la!diminution!d’OPA1!pourrait!







mitochondriales,! comme! l’illustrent! les! nombreuses! maladies! neurodégénératives! associées! à! des!
défauts!mitochondriaux.! En! définitive,! la! compréhension! des! fonctions! d’OPA1!dans! la!maturation!
neuronale! et! la! régulation! de! l’homéostasie! redox! pourrait! aider! à!mieux! aborder! l’ADOA=1,!mais!





pathologies! ont! déjà! été! réalisés! pour! la!maladie! de! Parkinson! (Poliquin! et! al.! 2013)! et! pour! des!
stratégies!thérapeutiques!pour!le!virus!du!SIDA!(Mhawej!et!al.!2008).!L’objectif!est!de!modéliser!un!
processus!intracellulaire!chez!les!patients!en!fonctions!de!plusieurs!paramètres!comme!la!respiration!
cellulaire,! la! production! d’ATP,! le! taux! d’EAO! intracellulaire,! l’activité! de! l’aconitase,! l’état! des!
défenses! antioxydantes! (quantités,! activités),! etc.! Ainsi,! en! fonction! des! atteintes! cellulaires,! nous!

























modèles! de! l’ADOA=1! analysés! (cellules! HeLa! et! neurones),! la! voie! de! détoxification! de! l’anion!
superoxyde!semble!impliquée.!La!perte!d’OPA1!conduirait!donc!à!des!dysfonctions!de!l’homéostasie!
redox!:! les! cellules! sont! dans! un! état! pro=oxydant.! Ce! processus! pourrait! être! responsable! d’un!
vieillissement!cellulaire!précoce!qui,!à! terme,! induirait! la!dégénérescence!des!cellules!des!patients,!
principalement! les! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (CGR).! En! effet,! ces! neurones! sont!
particulièrement!sensibles!à!des!troubles!de!l’apport!en!oxygène,!ont!un!axone!très!long!qui!possède!
une!partie!démyélinisée!et!qui!de!ce!fait,!demande!une!grande!quantité!d’énergie!pour!la!conduction!
du! message! nerveux.! En! plus! de! leur! sensibilité! à! un! défaut! métabolique,! ces! neurones! sont!
confrontés!à!des!agressions!extérieures!comme! les!UV!qui! sont! susceptibles!d’engendrer!un!stress!
oxydant! pouvant! entraîner! leur! dégénérescence! (Lenaers! et! al.,! 2009).! De! ce! fait,! l’association! de!
stress!oxydatifs!à!une!perturbation!de!l’état!redox!provoquée!par!la!diminution!de!la!quantité!de!la!
protéine! OPA1,! comme! nous! l’avons!montré,! devrait! conduire! les! neurones! à! la! dégénérescence.!




les!voies!métaboliques!mises!en! jeux!dans!un!organisme! intégré!que!sont! les! souris!modèles!de! la!
pathologie! de! l’ADOA=1.! De! plus,! nous! pouvons! étendre! les! mécanismes! moléculaires! que! nous!
avons! mis! en! avant! à! d’autres! maladies! neurodégénératives! qui! présentent,! au! cours! du!
vieillissement,! des! défauts! métaboliques! et! oxydatifs! de! la! mitochondrie.! De! plus,! l’analyse! de!
l’interactome! d’OPA1! révèle! de! nombreux! nouveaux! partenaires! qui! permettront! également! de!
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MATERIELS ET METHODES 
I. Culture Cellulaire 
I. 1. Culture et transfection de cellules HeLa 




! Les! ampoules! de! cellules! sont! conservées! dans! un! container! à! azote! liquide.! Les! cellules!
congelées! sont! resuspendues! avec! du!milieu! Dulbecco’s!Modified! Eagle’s!Medium! 4,5! g/L! glucose!
(DMEM,! Invitrogen),! supplémenté! avec! du! sérum! de! veau! fœtal! (10! %)! et! des! antibiotiques!
(pénicilline! 100unités/mL! et! streptomycine! 0,1! mg/mL),! préalablement! chauffé! à! 37°C.! Puis! les!
cellules!sont!centrifugées!à!120!g!pendant!6!minutes!et!à!25°C.!Le!culot!cellulaire!est!repris!dans!du!




400!µL! de! trypsine! pendant! 5!minutes! à! 37°C.! Puis! elles! sont! resuspendues! dans! du!milieu! chaud!





fœtal! et! 10! %! DMSO).! Les! cellules! sont! ensuite!mises! dans! une! boîte! de! congélation! au! =80°C! et!
transférées!dans!de!l’azote!liquide.!
Transfection!de!cellules!HeLa!par!électrolocation!
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Les! cellules!HeLa!ont!été! transfectées!avec! le! kit!«!Cell! line!kit!R!»! (Amaxa)!par!des! siARNs!
contrôles!(D=001210=02,!Dharmacon!Research,!siContrôles)!ou!dirigés!contre!l’ARN!messager!d’OPA1!
(D=005273=03,! AAAGAAGGCUGUACCGUUA,! Dharmacon! Research,! siOPA1)! en! suivant! les!
recommandations! des! fournisseurs! (1,5! µg! de! siARN! pour! 1! million! de! cellules)! et! en! utilisant! le!
programme!I=013.!!
!
I. 2. Culture de fibroblastes humains 
Les!fibroblastes!sont!issus!de!biopsies!de!peau!de!personnes!saines!(contrôles)!ou!de!patients!
atteints! d’ADOA=1.! Ces! cellules! proviennent! d’un! don! de! l’équipe! du! Pr! Pascal! Reynier! du! CHU!
d’Angers.!
La!culture!cellulaire!
Les! conditions! de! culture! des! fibroblastes! de! patients! sont! les!mêmes! que! celles! utilisées!
pour!les!cellules!HeLa.!Toutefois,!le!nombre!de!passages!de!ces!cellules!n’excède!pas!15.!
!
I. 3. Culture primaire et transfection de neurones corticaux embryonnaires de 
rats (E17) 





! Pour! permettre! l’adhérence! des! neurones,! les! boîtes! de! culture! sont! incubées! avec! de! la!
poly=D=lysine!(Sigma,!PM!30000=70000,!P7280)!diluée!à!la!concentration!de!1X!final!dans!du!PBS!1X.!
• Dissection!des!embryons!
Les! rates! sont! anesthésiées! par! injection! intra=péritonéale! de! pentobarbital! sodique! (100!
mg/kg).! L’abdomen! est! incisé,! les! deux! cornes! utérines! sorties! puis! les! sacs! vitellins! extraits.! Les!
fœtus!sont!prélevés,!les!têtes!sectionnées!et!rincées!dans!du!PBS=glucose!(6!g/L)!à!4°C.!La!dissection!





Une! dissociation! enzymatique! du! tissu! est! réalisée! à! l’aide! d’une! solution! de! papaïne!
(10U/mL)! dans! du! PBS! 1X! pendant! 15!minutes! à! 37°C,! sans! agitation.! La! réaction! est! stoppée! par!
addition! d’une! solution! de! DNAse! (200U/mL)! et! de! B27! (1X)! dans! du! PBS=glucose,! 5! minutes! à!
température!ambiante.!A! l’aide!d’une!pipette,!une!dissociation!mécanique!est!réalisée!grâce!à!une!





lysine! sont! rincées! avec! du! PBS! 1X.! Les! cellules! sont! comptées! avec! une! cellule! de! Malassez,!
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Les!neurones!sont!transfectés!avec!le!kit!«!Rat!Neurons!»!(Amaxa)!par!des!siARNs!contrôles!
(D=001210=02,! Dharmacon! Research,! siContrôle)! ou! dirigés! contre! l’ARN! messager! d’OPA1! (D=






II. Dissections et microdissections d’organes de souris 







! L’œil! est! déposé! dans! une! goutte! de! PBS! 1X! sous! une! loupe! binoculaire! (fond! noir).! Pour!
débuter! la! microdissection,! le! globe! est! maintenu! par! les! adhérences! encore! présentes.! Une!
première!incision!au!niveau!de!l’œil!est!réalisée!à!l’aide!d’une!aiguille!fine,!pour!traverser!la!cornée.!






II. 2. Dissection d’organes de souris adulte 
Le!cortex!cérébral!!
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Après! avoir! retiré! la! peau! de! la! boîte! crânienne,! l’os! est! découpé! à! la! base! du! crâne! en!




du! centre! vers! l’extérieur.! Les! hippocampes! sont! visibles! sous! forme! d’amas! allongés!:! ils! sont!
séparés!du!cortex.!En!utilisant!les!branches!des!pinces!(pas!les!pointes),!la!base!inférieure!du!cortex!
est!raclée!doucement,!de!façon!à!éliminer!le!thalamus!et!la!matière!blanche!riche!en!myéline.!Cette!
étape! est! très! délicate! car! les! hémisphères! ont! tendance! à! se! disloquer.! Enfin,!retourner! les!
hémisphères!pour!vérifier!qu’ils!forment!une!petite!tranche!amincie!et!homogène!de!surface!lisse!et!
un!peu! rosée.! Les!placer!dans!des! tubes!et! les! congeler! aussitôt!dans!de! l’azote! liquide.! Le! cortex!
peut!ainsi!être!conservé!à!=80°C.!
Dissection!de!certains!organes!périphériques!!
L’animal! est! placé! sur! le! ventre!pour! effectuer!une! incision! sur! le!haut!du!dos.!A! l’aide!de!
cette! incision,! retirer! la!peau!de! la!souris! jusqu’au!bout!des!pattes!arrières.!Le! tissu! adipeux!blanc!
sous;cutané!se!trouve!soit!au!niveau!des!cuisses,!soit!sous!la!peau.!Il!est!retiré!délicatement!à!l’aide!
de! pinces! et! de! petits! ciseaux! et! conservé! dans! un! tube! immédiatement! congelé.! Ensuite,! les!
quadriceps! (muscles!glycolytiques)!sont!sectionnés!et!de!même!congelés!aussitôt!après!dissection.!
Une! incision! est! réalisée! au! niveau! du!mollet! de! la! souris! et! le!muscle! est! retiré! pour! accéder! au!
muscle!oxydatif!de!couleur!rouge.!Enfin,!au!dessus!des!omoplates!de!l’animal!se!trouvent!deux!tissus!
sombres!:!le!tissu!adipeux!brun.!Il!est!retiré!et!nettoyé!du!tissu!adipeux!blanc!alentour.!!!
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III. Analyses de la chaîne respiratoire mitochondriale et du 
cycle de Krebs 
III. 1. Respiration cellulaire par la technique Seahorse Biosciences 


















! Avant! la!mesure! de! la! respiration,! le! plaque! «!verte!»! est!maintenue! dans! le! «!Calibrant!»!
dans!une!étuve!à!37°C! sans!CO2.! Le!milieu!de!mesure!a!été!préparé!à! l’avance!et! chauffé!à!37°C! :!




































par! «!état! respiratoire!»,! avant! l’ajout! de! drogues! et! après! chaque! drogue! injectée.! Une! fois! les!
paramètres!déterminés,!la!plaque!«!verte!»!est!insérée!(attention!au!sens!qui!dépend!du!code!barre)!
dans! l’appareil! suivi! de! la! plaque! bleue! pour! débuter! l’enregistrement! de! la! consommation!
d’oxygène.!!
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Les! activités! respiratoires! mesurées! sont! normalisées! sur! la! quantité! de! protéines!
déterminée!par!la!technique!de!Bradford.!
!


















µL!de!tampon!Kpi!50!mM!pH!7,5! froid.!Puis! les!cellules!sont!recongelées!dans!de! l’azote! liquide!et!
décongelée!au!bain!marie!à!37°C,!deux!fois!pour!permettre!une!lyse!complète!de!l’échantillon.!!
L’activité! du! complexe! I! est! déterminée! par! l’oxydation! du! NADH! à! 340! nm.! Le! milieu!
réactionnel! comprend! 855!µL! de! tampon!KPi! 50mM!pH!7,5! chaud,! 10! µL! de!NADH!10!mM,! et! un!
million! de! cellules.! Après! calibration! de! la! lecture! à! 340! nm,! à! 37°C! sur! l’air,! la! réaction! est!
déclenchée!par!ajout!de!5!µL!de!décylubiquinone!20!mM!et! la!Do!est! lue!pendant!2!minutes! sans!
roténone,!puis!2!minutes!après!ajout!de!5!µL!de! roténone!2!mM.!L’activité! spécifique!est! calculée!
après! soustraction! de! l’activité! en! présence! de! roténone! sur! l’activité! de! base! en!!






Le! complexe! II! de! la! chaîne! respiratoire! permet! l’oxydation! du! succinate! en! fumarate! et!
transfère! les! électrons! au! coenzyme!Q10!ou!ubiquinone.! Ces! électrons! sont! ensuite! transmis! à!un!
accepteur! artificiel,! le! 2,6=dichlorophénol=indophénol! (DCPIP).! L’ubiquinone! très! hydrophobe! est!
remplacée!dans! l’essai!par! la!décylubiquinone!beaucoup!plus!hydrophile.! L’activité!est!mesurée!en!
suivant!la!réduction!du!DCPIP!à!600!nm.!L’oxydation!de!l’ubiquinone!par!le!complexe!III!est!inhibée!







de! protéines! cellulaires,! préalablement! homogénéisés.! Après! calibration! de! la! lecture! à! 600! nm,! à!
37°C!sur!l’air,!une!ligne!de!base!est!lue!pendant!3!minutes!puis!la!réaction!est!déclenchée!par!ajout!
de! 4! µL! de! 25! mM! de! décylubiquinone.! L’activité! spécifique! est! calculée! après! soustraction! de!






augmentation!de! l’absorbance! à! 550!nm.!Des! activités! cellulaires! non! respiratoires! induisent! aussi!
l’oxydation! de! l’ubiquinol.! Ainsi,! l’activité! spécifique! du! complexe! III! est! calculée! par! la! différence!
entre!l’activité!totale!et!celle!en!présence!d’antimycine!A.!!
• Méthode!utilisée! !





La! décylubiquinone! est! réduite! chimiquement! par! du! dithionite.! Le! milieu! réactionnel!














la! solution! «!100! %! oxydée!».! La! solution! 100! %! oxydée! est! préparée! avec! quelques! grains! de!
ferricyanure! de! potassium! (la! solution! est! orange! sombre).! La! solution! 100!%! réduite! est! obtenue!




cytochrome! c! réduit! et! 20! µg! de! protéines.! La! lecture! de! la! Do! est! déclenchée! par! l’ajout! de! la!
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III. 3. Dosage des ROS intracellulaires totaux avec la sonde H2-DCFDA 
La! sonde! dichlorohydrofluorescéine! diacétate! (H2=DCFDA)! permet! la! détection! des! ROS!
totaux!dans!la!cellule!(mitochondrie!et!cytoplasme).!Cette!sonde!diffuse!à!travers!la!membrane!des!
cellules!puis!est!clivée!dans! le!cytosol!par!des!estérases!pour!donner!du!dichlorohydrofluorescéine!
(H2=DCF).! La! forme! clivée! réagit! avec! les! espèces! actives! de! l’oxygène! (ROS)! pour! donner! du!




siOPA1.! Le!dosage!est! réalisé!à!partir!de!5!boîtes!de!60mm!de!diamètre! (P60)!«!avec! sonde!»!et!4!
boîtes! «!sans! sonde!»! (contrôle)! par! condition! à! analyser.! Chaque! boîte! P60! est! ensemencée! avec!
300!000!cellules!HeLa!transfectées.!
Incorporation!de!la!sonde!dans!les!cellules!
A! l’abri! de! la! lumière,! la! sonde! est! incorporée! (4! µM! final)! directement! dans! le!milieu! de!
culture!des!cellules!HeLa,!trois!jours!après!transfection.!Les!boîtes!P60!contrôles!sont!incubées!avec!
du! DMSO! (4! µM! final),! le! véhicule! de! la! sonde.! Pour! éviter! toute! toxicité! du! véhicule,! 40! µL! de!










III. 4. Dosage de l’ATP intracellulaire 
Technique!colorimétrique!
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sont!ensemencées!dans! trois!boîtes!P60!et! réparties!de!manière!égale.!72h!après! transfection!des!











est! repris! dans! 100! µL! d’ATP!Assay! Buffer.! 10! µL! de! la! solution! sont! conservés! pour! le! dosage! de!
protéines!de!type!Bradford.!Les!protéines!de!l’extrait!sont!précipitées!en!suivant!les!instructions!du!
fournisseur!du!kit!«!Deproteinizing!Sample!Preparation!Kit!»!(ab93299,!Abcam).!Après!ajout!de!18,2!





La! solution! d’ATP! Standard! est! diluée! dans! de! l’eau! distillée! au! 1mM! final.! Deux! gammes,!
réalisées! avec! 0,! 2,! 4,! 6,! 8! et! 10! µL! de! la! solution! d’ATP! diluée,! sont! déposées! dans! les! puits.! Le!
volume!final!est!ajusté!à!50!µL!avec!de!l’eau!distillée.!Pour!faire!une!estimation!de!la!quantité!d’ATP!
dans!les!échantillons,!les!deux!gammes!sont!moyennées.!!
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! Le!dosage!
Chaque!échantillon!est! dosé!en!double:! 45!µL! sont!prélevés!pour!mettre!dans!un!puits! de!




contenaient! les! échantillons! et! les! gammes,! la! microplaque! est! incubée! pendant! 30! minutes! à!
température!ambiante!et!à! l’abri!de! la! lumière.!Ensuite,! la!Do!est! lue!à!570!nm.!Les!données! sont!
analysées!pour!présenter!le!taux!d’ATP!en!mM!par!µg!de!protéines.!!
Technique!de!bioluminescence!





dans! une! boîte! P100.! Les! cellules! sont! récupérées! pour! le! dosage! 72h! après! transfection.! Cinq!
millions! de! neurones! sont! transfectés! avec! un! siContrôle! ou! un! siOPA1! et! également! ensemencés!







6! que! 7.! La! quantité! de! KOMO! nécessaire! (environ! 190! µL)! pour! l’équilibration! à! pH! 6! doit! être!
déterminée!auparavant!avec!200!µL!de!Tex!seul.!Un!précipité!de!KClO4!se!forme!alors!et!l’extrait!est!
centrifugé!pendant!2!minutes!à!14!000!rpm,!à!4°C.! !Le!surnageant!est!conservé!et!congelé!à! =80°C!
(ATP! et! ADP! sont! stables)! après! avoir! contrôler! le! pH.! Le! procédé! d’extraction! doit! être! réalisé!
rapidement!sinon!l’ATP!s’effondre.!!
! Dosage!!
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Pour! mesurer! l’ATP,! 20! à! 50! µL! d’échantillon! sont! dosés! dans! 200! µL! de! tampon!
bioluminomêtre! (tris=acetate! 0,1! M,! EDTA! 2! mM,! pH! 7,75)! et! 20! µL! de! ATP! Monitoring! Reagent!
(luciferine=luciferase).!En!parallèle,!une!gamme!étalon!(1!à!10!µL!d’ATP!Standard!10!µM)!est!réalisée.!
! Pour! déterminer! le! taux! d’ADP,! un! volume! x! d’échantillon! (à! déterminer)! est! incubé! 30!
minutes! avec! du! PEP! (0,5! mM),! 2! µL! de! pyruvate! kinase! diluée! au! 1/10ème! (2! µg)! et! du! tampon!
KH2PO4! (75!mM),! ! mgSO4! (15!mM).! Le! principe! est! de! coupler! la! réaction! catalysée! par! l’enzyme!
pyruvate! kinase! (PEP!+!ADP!à!pyruvate!+!ATP)! et! le! dosage!de! l’ATP.! Cette! technique!nous!donne!
alors!le!taux!d’ATP!+!ADP.!L’ADP!est!donc!déterminée!par!la!formule!:!(ATP!+!ADP)!–!ATP.!
!
III. 5. Mesure de l’activité d’enzymes du cycle de Krebs 





La! citrate! synthase! est! une! enzyme! du! cycle! de! Krebs! qui! forme! du! citrate! à! partir! de!
l’oxaloacétate!et!de!l’acétyl=CoA.!Le!CoA!réduit!(CoA=SH)!formé!lors!de!la!réaction!réagit!avec!le!5,5’!
dithiobis! 2! nitrobenzoic! acid! (DTNB)! pour! donner! du! TNB! qui! absorbe! spécifiquement! à! 412! nm.!




CoA,! 500! µM! oxaloacétate,! 0,1! %! Triton! X=100! et! 40! µg! de! protéines! cellulaires.! La! lecture! de! la!
réaction!est! réalisée!pendant!4!minutes!à!37°C!à!412!nm,!après!une!calibration! initiale!sur! l’air.!La!
réaction!est!déclenchée!avec!50!µL!de!10!mM!d’acide!oxaloacétique!dans!100!mM!Tris!HCL!pH!8,0.!
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! La!fumarase!catalyse! l’hydratation!du!fumarate!en!L=malate!qui!est!une!réaction!réversible.!
En! présence! de! malate,! la! fumarase! produit! du! fumarate! absorbant! à! 250! nm.! L’activité! de! la!
fumarase!est!donc!mesurée!en! suivant! l’augmentation!de! l’absorbance!de! l’acide! fumarique!à!250!
nm.!Une!ligne!de!base!est!mesurée!pour!pouvoir!soustraire!la!réaction!spontanée!de!transfert.!
• Méthode!utilisée! !
! Le! milieu! de! réaction! est! composé! de! 100! mM! KPO4! pH! 7,4,! 50! mM! malate,! 60! µg! de!
protéines!cellulaires.!Dans!une!cuve!de!mesure,!930!µL!de!milieu!de!réaction!sont!dosés!avec!60!µg!
de! protéines! cellulaires,! préalablement! homogénéisés.! Après! calibration! de! la! lecture! à! 250! nm,! à!
37°C!sur!l’air,!une!ligne!de!base!est!lue!pendant!5!minutes!puis!la!réaction!est!déclenchée!par!ajout!




La! malate! déshydrogénase! catalyse! l’oxydation! du! malate! en! oxaloacétate,! couplée! à! la!
réduction!du!NAD+!en!NADH.!
• Méthode!utilisée! !
Le! milieu! de! réaction! est! composé! de! 50! mM! sodium! phosphate,! 5! mM! trisodium! DL=
isocitrate!et!60!µg!de!protéines!cellulaires.!Dans!une!cuve!de!mesure,!965!µL!de!milieu!de!réaction!
sont!dosés!avec!60!µg!de!protéines!cellulaires,!préalablement!homogénéisés.!Après!calibration!de!la!
lecture!à!240!nm,!à!37°C!sur! l’air,!une! ligne!de!base!est! lue!pendant!5!minutes!puis! la!réaction!est!
déclenchée! avec! 5! µL! de! 1! M! isocitrate.! L’activité! spécifique! est! calculée! en! nmoles/min/mg! de!
protéines!en!utilisant!le!coefficient!d’extinction!pour!l’isocitrate!(ε=3,6).!
Dosage!de!l’activité!de!l’aconitase!


















! Après! avoir! réalisé! le! graphique! de! la! Do! en! fonction! du! temps! de! lecture,! la! pente! de! la!
droite!est!déterminée!(Do16min=Do15min…)!sur!un!certain!nombre!de!points!et!la!moyenne!des!valeurs!





















Les! cellules! (deux! boîtes! P60)! sont! lavées! avec! du! PBS! 1X! froid.! Puis! les! deux! culots! de!
cellules!«!fraîchement!»!grattées!sont!repris!dans!400!µL!de!NADH/NAD!Extraction!Buffer!et! lysés!à!
l’aide! de! deux! cycles! «!chaud/froid!»! (un! cycle!:! 20! minutes! sur! de! la! carboglace! –! 10! minutes! à!










Buffer!pour!obtenir! 10!µM! final.!Deux!gammes,! réalisées!avec!0,! 2,! 4,! 6,! 8!et!10!µL!de! la! solution!
NADH! Standard! diluée,! sont! déposées! dans! les! puits.! Le! volume! final! est! ajusté! à! 50! µL! avec! la!





















IV. Mesure du lactate extracellulaire, témoin de l’activité 
glycolytique 
Le! dosage! du! lactate! a! été! réalisé! à! partir! du! surnageant! de! culture! de! cellules! HeLa!
transfectées! par! un! siOPA1!ou!un! siContrôle,! à! l’aide! d’un! kit! (Lactate! PAP!61192,! Biomérieux)! en!
suivant! les! recommandations! du! fournisseur.! Les! réactifs! du! kit! contiennent! du! phénol! donc! le!
dosage!a!été!effectué!sous!une!hotte!chimique.!
Ensemencement!des!cellules!HeLa!
! Un! million! de! cellules! HeLa! sont! transfectées! par! un! siOPA1! ou! un! siContrôle! puis!
ensemencées!dans!une!boîte!10cm!de!diamètre! (P100).! Le! taux!de! lactate!extracellulaire!est!dosé!
trois!jours!après!la!transfection.!
Le!dosage!












V. Analyses de molécules antioxydantes : enzymes ou piégeurs 
d’EAO  
V. 1. Dosage du glutathion réduit et oxydé 




La! mesure! est! réalisée! par! une! technique! de! chromatographie! différentielle! sur! colonne!
(HPLC!sur!le!plasma).!La!phase!mobile!passe!dans!la!colonne!qui!sépare!les!différentes!molécules.!Les!
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l’espace! inter=membranaire! de! la! mitochondrie! et! SOD2! (Mn=SOD)! localisée! dans! la! matrice!
mitochondriale.!SOD3!(Cu/Zn=SOD)!est!une!isoforme!extracellulaire.!
! Le! principe! du! dosage! repose! sur! la! propriété! d’auto=oxydation! du! pyrogallol! en! présence!
d’EDTA,! réaction! inhibée! par! la! SOD.! Le! dosage! est! basé! sur! la! compétition! entre! la! réaction!
d’oxydation!du!pyrogallol!par!les!ROS!et!de!leur!dismutation!par!la!SOD.!Une!unité!enzymatique!est!






de! la!cuve!par! retournement!et!pendant!2!minutes.!Le!volume!nécessaire!de!pyrogallol! (volume!x)!
est!relevé!et!sera!le!même!tout!le!long!du!dosage.!!
Préparation!de!la!gamme!avec!la!SOD!bovine!





Dilution! 1/100! 1/50! 1/20! 1/10! 1/8! 1/4! 3/8!
Tampon!(!µL)! 396! 392! 380! 360! 350! 300! 150!
SOD!(!µL)! 4! 8! 20! 40! 50! 100! 90!
!
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La!Do!est!mesurée!pour!50!µL!de!SOD!bovine!à!chaque!dilution,!dans!1,9!mL!de!Tris=DTPA!et!
le! volume! x! de! pyrogallol.! A! chaque!mesure,! la! cuve! est! homogénéisée! par! retournement! et! lue!
exactement!45!secondes!après!le!début!de!la!réaction,!pendant!2!minutes.!
Dosage!des!échantillons!
Le! dosage! a! été! réalisé! à! partir! de! culots! de! cellules!HeLa! transfectées! avec! siContrôle! ou!
siOPA1.! L’activité! de! la! SOD!n’a! pas! pu! être! déterminée!dans! les! neurones.! Les! cellules!HeLa! sont!
lysées!dans!250!µL!de!la!solution!Assay!Buffer!(kit!du!dosage!de!l’activité!de!l’aconitase,!Bioxitech)!à!
l’aide!du!«!tissue!lyser!»!(Qiagen)!(2!minutes!à!25!battements!par!minutes).!
Trois! dosages! sont! réalisés! par! échantillon! dans! 1,9! mL! de! Tris=DTPA! et! le! volume! x! de!
pyrogallol!:!1)!20!µL!d’échantillon,!2)!puis!15!µL!(3/4)!et!enfin!3)!10!µL!(1/2).!Avant!chaque!mesure,!
les!cuves!sont!homogénéisées!par! retournement!et! la! lecture!débute!45!secondes!après! l’ajout!de!










V. 3. Mesure de l’activité catalase 















Après! avoir! réalisé! le! graphique! de! la! Do! en! fonction! du! temps! de! lecture,! la! pente! de! la!




VI. Utilisation de la roténone comme traitement de stress 
oxydant exogène sur les neurones 
Les! neurones! traités! siOPA1! ou! siContrôle! ont! été! incubés! en! présence! de! roténone! pour!
déterminer!l’impact!de!la!drogue!sur!la!viabilité!cellulaire!et!sur!l’état!des!défenses!antioxydantes.!
!
VI. 1. Traitement aigu à la roténone 
! Après!6!jours!de!culture!(DIV6),!les!neurones!sont!incubés!à!37°C,!5!%!CO2!avec!500!nM!ou!1!
µM!de!roténone!pendant!1h.!Le!milieu!de!culture!est!remplacé!à!moitié!par! le!milieu!contenant! la!
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VI. 2. Traitement chronique à la roténone 
! Après!6!jours!de!culture!(DIV6),!les!neurones!sont!incubés!à!37°C,!5!%!CO2!avec!50!nM!ou!100!





VI. 3. Viabilité cellulaire déterminée par le Bleu Trypan 




dans!plusieurs!champs!et! la!viabilité!est!déterminée!selon! le! rapport! suivant!:! (nombre!de! cellules!
blanches/(nombre!de!cellules!blanches!+!nombre!de!cellules!bleues))!x!100.!
!
VII. Immunocytofluorescence cellulaire 






et! perméabilisées! avec! une! solution! de! PBS! 1X,! 0,25! %! Triton! X=100! pendant! 5! minutes! à!
température!ambiante.!
Pour& visualiser& le& facteur& de& transcription& NRF2,& il& est& nécessaire& de& réaliser& une& étape& de&
perméabilisation&supplémentaire&au&méthanol&(Z20°C)&pendant&dix&minutes.&
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lavées! deux! fois! pendant! 5! minutes! dans! du! PBS! 1X.! Pour! marquer! les! noyaux,! les! cellules! sont!




confocal! (Zeiss! 710! Big)! et! les! images! sont! acquises! avec! NIS=Element! (Nikon! Digital! Sight! DSU2!
camera)!ou!le!logiciel!ZEN!2011!puis!traitées!avec!le!logiciel!Image!J.!
Les!anticorps!primaires!et!secondaires!utilisés!













Pour& visualiser& le& facteur& de& transcription& NRF2,& il& est& nécessaire& de& réaliser& une& étape& de&
perméabilisation&supplémentaire&au&méthanol&(Z20°C)&pendant&dix&minutes.&
Ensuite,! les! cellules! sont! lavées! trois! fois! avec! du! PBS! 1X! et! saturées! pendant! 2h! à!





dans! du! PBS! 1X,! 10! %! sérum! de! chèvre,! 5! %! BSA! et! 0,5! %! Tween=20,! les! cellules! sont! incubées!
pendant!40!minutes!à!température!ambiante!avec!les!anticorps!secondaires!dilués!dans!du!PBS!1X,!
10!%! sérum!de! chèvre,! 5!%!BSA! et! 0,5!%! Tween=20,! à! l’abri! de! la! lumière.! Enfin,! les! cellules! sont!
lavées!deux!fois!pendant!5!minutes!dans!du!PBS!1X,!10!%!sérum!de!chèvre,!5!%!BSA!et!0,5!%!Tween=
20!et!rincées!une!fois!pendant!5!minutes!dans!du!PBS!1X.!Pour!marquer!les!noyaux,!les!cellules!sont!
incubées! pendant! 5!minutes! à! température! ambiante! avec! du! Hoechst! dilué! dans! du! PBS! 1X! (0,5!
mg/mL)!puis! les! lamelles!sont!rincées!une!fois!au!PBS!1X!et!plongée!très!rapidement!dans!de! l’eau!
stérile!avant!d’être!montées!sur!lame!avec!du!Mowiol.!
Les!observations!sont!réalisées!avec!un!microscope!à!épifluorescence!(Nikon!Eclipse!80i)!ou!
confocal! (Zeiss! 710! Big)! et! les! images! sont! acquises! avec! NIS=Element! (Nikon! Digital! Sight! DSU2!
camera)!ou!le!logiciel!ZEN!2011!puis!traitées!avec!le!logiciel!Image!J.!
Les!anticorps!primaires!et!secondaires!utilisés!








les! nucléoïdes! dans! les!mitochondries! (anti=ADN,! Progen,! 1/50ème).! Cet! anticorps! est! de! type! IgM,!
d’origine! de! souris.! L’anticorps! secondaire! choisi! est! donc! de! type! IgM! couplé! à! de! l’alexa! 488,!
d’origine!de!chèvre!(Molecular!Probes,!1/1000ème).!
La! quantification!de! l’ADN!mitochondrial! est! réalisée! à! l’aide!du! logiciel! Volocity=3D! Image!
Analysis.!Après!avoir!pris!les!images!au!confocal!(Zeiss!710!Big),!le!seuil!de!détection!de!l’intensité!de!
fluorescence! est! déterminé! et! les! noyaux! sont! exclus! de! l’analyse.! L’intensité! de! fluorescence!
cytoplasmique,! correspondante!aux!nucléoïdes,! est! alors!mesurée.! Seuls! les! éléments! intégrés! aux!
mitochondries!sont!pris!en!compte!(comptage!des!nucléoïdes!(vert)!dans!les!mitochondries!(rouge)).!!
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VIII. Techniques relatives à la biochimie des protéines 
VIII. 1. Extraction de protéines (cellules HeLa, neurones, fibroblastes humains 




mM,! DTT! 1! mM,! Triton! 0,1! %,! SDS! 0,1! %,! Dioxycholate! 1! %,! NP40! 1! %,! inhibiteurs! de! protéases!
Cocktail!Tablets!Roche®!1X)!pendant!30!minutes!à!4°C!en!agitant!par!vortex!toutes!les!5!minutes.!Les!


















pH! 7,5! 50! mM,! NaCl! 250! mM,! EDTA! 5! mM,! EGTA! 5! mM,! DTT! 1! mM,! Triton! 0,1! %,! SDS! 0,1! %,!










mM,! EDTA!5!mM,! EGTA!5!mM,!DTT!1!mM,! Triton!0,1!%,! SDS!0,1!%,!Dioxycholate! 1!%,!NP40!1!%,!
inhibiteurs!de!protéases!Cocktail!Tablets!Roche®!2X)!puis!l’échantillon!est!passé!au!vortex!toutes!les!
5!minutes!pendant!30!minutes.!Après!sonication!(à!la!tige!:!Amplitude!40%,!Pulse!6!sec!ON!et!6!sec!
OFF,! Temps! 1! minute),! l’échantillon! est! centrifugé! à! 14! 000! rpm! à! 4°C,! pendant! 10! minutes.! Le!














VIII. 2. Immunoblot 
! Les!immunoblots!ont!été!réalisés!à!partir!de!protéines!issues!de!cellules!HeLa!et!de!neurones!
transfectés!avec!siContrôle!ou!siOPA1,!et!de!fibroblastes!humains.!
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Immunoblot!
Après! extraction! et! dosage! des! protéines,! les! échantillons! repris! dans! du! LSB1X! final! sont!
chauffés! à! 95°C! pendant! 5! minutes! et! les! protéines! (50! à! 100! µg)! sont! séparées! par! SDS=PAGE!
(migration! pendant! la! nuit! à! 45V).! Après! un! transfert! semi=sec! ou! liquide! sur! membrane! de!
nitrocellulose!en!présence!de!tampon!de!transfert!(TGS!1X,!éthanol!20!%),!la!membrane!est!colorée!
au! rouge!ponceau!puis! lavée! trois! fois!pendant!10!minutes! avec!du!TBST!0,2!%.! La!membrane!est!
ensuite!saturée!une!heure!dans!une!solution!de!TBST/lait!5!%!puis!incubée!en!présence!de!l’anticorps!
primaire!dilué!dans!du!TBST/lait!à!4°C!sur!la!nuit.!Après!trois!lavages!de!10!minutes!au!TBST!0,2!!%,!la!
membrane! est! incubée! avec! l’anticorps! secondaire! dilué! dans! du! TBST/lait! pendant! 1! heure! à!
température! ambiante.! Trois! derniers! lavages! au! TBST! 0,2! %! sont! réalisés! et! les! protéines! sont!
révélées!par!chimioluminescence!avec!le!kit!ECL!(PerkinElmer®)!et!des!films!adaptés.!
Les!anticorps!primaires!et!secondaires!utilisés!
Anticorps! Dilution! Fournisseur! Anticorps! Dilution! Fournisseur!
OPA1! 1/300! BD=Biosciences! ATP5C1! 1/500! Abgent!
Actine! 1/25000! Chemicon! Aconitase! 1/500! Abcam!
HSP60! 1/8000! Sigma! SOD1! 1/2000! Epitomics!
OXPHOS! 1/200! Mitosciences! SOD2! 1/2000! Epitomics!
NDUFB4! 1/500! Mitosciences! Catalase! 1/3000! Abcam!
NDUFA9! 1/100! Mitosciences! Citrate!synthase! 1/3000! Abcam!
SDHA! 1/1000! Abcam! NQO1! 1/3000! Abcam!
Core!1! 1/500! Invitrogen! GSTP1! 1/8000! Oxford!biochem.!Research!
COX!IV! 1/250! Cell!signaling!technology! FHC! 1/500! Abcam!
ATP5H! 1/5000! Abcam! FLC! 1/4000! Abcam!
Anti;Mouse!HRP! 1/10000! Abcam! Anti;Rabbit!HRP! 1/10000! Abcam!
 
IX. Techniques utilisées pour les expériences de protéomique 












à! 4°C! et! le! culot! a! été! repris! dans! du! Tampon!MB! et! fractionné! une! nouvelle! fois! au! potter! (50!
dounces).! Après! centrifugation! pendant! 10!minutes! à! 800! g! à! 4°C,! le! surnageant! est! récupéré! et!
mélangé!avec!le!surnageant!précédant!pour!être!centrifugé!à!10!000!g,!15!min,!à!4°C!afin!de!séparer!




IX. 2. Co-immunoprécipitation sur mitochondries isolées 
Cross;link!des!protéines!mitochondriales!
! Après!préparation!des!mitochondries!à!partir!de!neurones!en!culture!primaire,! le! culot!est!
repris!à!une!concentration!de!6!!mg/mL!dans!du!Tampon!MB!contenant!un!agent!pontant!réversible,!
le!DithiobisSuccinimidylPropionate!(DSP,!1!mM!final,!Molecular!Probes)!pendant!2!heures!à!4°C.!La!








pendant! 1! minute!;! Ultrasonic! Processor! 130! Watts)! puis! incubées! une! nouvelle! fois! sur! glace!
pendant!15!minutes.!L’échantillon!est!centrifugé!à!25000!g,!15!minutes!à!4°C!puis!les!protéines!sont!
dosées! dans! la! fraction! soluble! par! la! méthode! de! Bradford! (Biorad).! Un! aliquot! de! protéines!
mitochondriales!est!mis!de!côté!et!a!servi!d’«!input!»!lors!du!dépôt!dans!le!gel!SDS=PAGE.!
Cross;link!des!billes!magnétiques!couplées!à!la!protéine!G!et!de!l’anticorps!anti;OPA1!






pendant! 30! minutes! à! température! ambiante! (sur! roue)! avec! l’agent! pontant! irréversible!
Bis[sulfosuccinimidyl]! suberate! (BS3,! 5! mM! final,! Sigma)! et! 20! µg! d’anticorps! anti=OPA1! (BD!
Biosciences)! pour! la! condition! IP+! ou! sans! anticorps! pour! la! condition! IP=.! Pour! les! étapes! de!
validation!de!candidats!par!immunoprécipitation!(IP),!une!nouvelle!condition!contrôle!a!été!étudiée!:!
des!billes!ont!été!incubées!avec!un!mélange!d’anticorps!issu!de!sérum!de!souris!(Sigma).!!




solution! sans! Triton! X=100! (Tris=HCl! pH! 7,5! 50! mM,! NaCl! 250! mM,! EDTA! 5! mM,! EGTA! 5! mM,!
inhibiteurs!de!protéases!1X! (Roche))! jusqu’à! l’obtention!d’une!concentration! finale!de!Triton!X=100!
égale!à!0,25!%.!L’incubation!est!réalisée!sur!la!nuit!à!4°C!(sur!roue).!!




dénaturer! l’intéraction! antigène=anticorps! et! rompre! les! pontages! effectués! par! le! DSP.! Les!
surnageants!des!conditions!IP+!et!IP=!contenant!les!protéines!dénaturées!sont!récupérés!et!déposés!
sur! un! gel! SDS=PAGE.! Les! protéines,! dont! OPA1,! sont! révélées! par! immunoblot,! ou! le! gel! est!
entièrement!coloré!à!l’argent.!
!
IX. 3. Coloration d’un gel SDS-PAGE à l’argent 









acétique),! changée! entre! les! deux! lavages.! Le! gel! est! lavé! deux! fois! 5! minutes! dans! une! solution!
d’éthanol!à!10!%,!puis!rincé!une!nouvelle!fois!dans!deux!bains!de!5!minutes!avec!de!l’eau!ultrapure.!




3!minutes!en!général.!Une! fois! le!profil! de!bandes!attendu,! le!gel!est! incubé!10!minutes!avec!une!
solution!d’acide!acétique!à!5!%.!Dès! lors,! le! gel!peut!être!excisé!et! conservé!à!4°C!dans!de! l’acide!
acétique!à!3!%!final.!
!











Certaines! protéines! ont! des! poids! moléculaires! élevés,! ce! qui! peut! empêcher! une! lecture!
correcte!au!spectromètre!de!masse.!Ainsi,!les!échantillons!sont!préalablement!digérés!par!la!trypsine!
qui! clive! les! protéines! au! niveau! d’acides! aminés! basiques! (lysine! ou! arginine),! pour! donner! des!
peptides!de!plus!petites!tailles.!!
La!technique!MALDI;TOF!
Le! MALDI,! avec! l’ElectroSpray! Ionization! (ESI),! est! une! méthode! de! ionisation! douce! de!
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l’échantillon.! La! technique!MALDI!consiste!à!mélanger!en!excès!une!solution!organique!saturée!de!
cristaux,! appelée! matrice,! avec! l’échantillon! à! analyser.! La! matrice! et! l’échantillon! co=cristallisent!
sous!l’effet!du!séchage.!La!plaque!est!alors!irradié!brièvement!par!un!faisceau!laser!dirigé!sur!un!petit!
point! de! la! surface! du! cristal! (0,05! à! 0,2! mm! de! diamètre).! Pour! obtenir! un! spectre! correct,! des!
centaines!de!tirs!laser!sont!impulsés!sur!la!cible!pour!maximiser!le!processus!d’ionisation.!
La! matrice! est! essentielle! au! succès! de! l’ionisation! de! l’échantillon.! En! effet,! l’absorption!
d’énergie!du!laser!par!les!molécules!de!la!matrice!entraîne!la!désorption!(passage!en!phase!gazeuse)!
des!ions!du!mélange!matrice=échantillon.!Lors!du!passage!en!phase!gazeuse,!des!ions!sont!transférés!




temps!de! vol! ».! Ce!mode!d’analyse!permet!d’obtenir! une!haute! résolution!pour!des!molécules!de!
poids! moléculaires! élevés! (Wiley! and! McLaren,! 1955).! Dans! la! technique! MALDI=TOF,! les! ions!
produits!par! le!mélange!matrice=échantillon! sont! introduits! simultanément!dans!un! tube!de! vol! et!
retenus! dans! une! région! libre! avant! d’être! accélérés! par! une! impulsion! électrique! induisant! une!
différence!de!potentiel! (utilisée!pour!extraire! les! fragments!positifs!ou! les! fragments!négatifs).! Les!
protéines! ionisées! passent! ensuite! dans! le! tube! de! vol! maintenu! sous! vide! et! sont! séparés! en!
fonction!de! leur!vitesse!et!donc!de! leur!masse,!avant!d’atteindre! le!détecteur.!Le!temps!de!vol!des!
ions!est!inversement!proportionnel!à!leur!masse.!Ainsi!les!ions!ayant!une!masse!élevée!atteindront!le!
détecteur!plus!lentement!que!les!ions!de!petites!masses!moléculaires.!Les!signaux!enregistrés!par!le!
détecteur! sont! traités! informatiquement.! La! mesure! électrodynamique! des! ratios! m/z! permet! de!
générer!un!spectre.!!
L’ensemble!des!spectres!obtenus!est!analysé! in&silico!à! l’aide!du! logiciel!Mascot.!Ce!dernier!
reconstitue! les!peptides!détectés!en! fonction!de! leur!m/z!en!se!basant!sur!une!banque!de!donnée!
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ANNEXES 
I. FUNDC2, une nouvelle protéine surexprimée dans des 
cellules invalidées pour OPA1 





des! immunoblots! anti=FUNDC2! et! constaté! que! l’expression! de! cette! protéine! est! augmentée!
d’environ!40!%!dans!des!cellules!HeLa!invalidées!pour!OPA1!par!interférence!ARN!(Figure!1).!!
Le! gène,! codant! cette! protéine! de! 20676! Da! (189! acides! aminés),! est! localisé! sur! le!
chromosome!X!à!la!position!q28!et!sa!fonction!reste!à!ce!jour!inconnue.!Ce!gène!a!été!évoqué!dans!
deux! publications!;! sa! délétion! n’a! pas! été! corrélée! avec! la! pathogenèse! des! patients! atteints!
d’hémophilie!A! (Campbell! et! al.! 2007)!ou!de!myopie! (Radhakrishna!U!et! al.! 2011).!Des! recherches!
réalisées! in& silico& prédisent! une! localisation! mitochondriale! de! FUNDC2! et! une! séquence! MIS!
(Mitochondrial!Import!Sequence)!serait!localisée!dans!les!26!premiers!acides!aminés!de!la!protéine.!
Les!problématiques!que!nous!nous!sommes!posées!:!comment!la!perte!d’OPA1,!une!protéine!
de!fusion!des!membranes! internes!mitochondriales,! induit! l’augmentation!de! la!quantité!protéique!
de!FUNDC2!?!Existe=t=il!un! lien!entre! la!dynamique!mitochondriale!et! l’expression! intracellulaire!de!
FUNDC2!?!
Une! autre! protéine! de! cette! famille,! FUNDC1,! est! impliquée! dans! les! processus! de!
mitophagie! (Liu! et! al.! 2011).! En! effet,! FUNDC1,! localisé! au! niveau! de! la! membrane! externe! des!
mitochondries,! sert!de! récepteur!à! la!protéine!LC3!et!permet!ainsi! le! recrutement!de!phagosomes!
pour! induire! l’autophagie! des! mitochondries.! Les! protéines! FUNDC1! et! FUNDC2! présentent! une!
homologie!de!séquence!de!82!%.!Ces!deux!protéines!ont=elles!la!même!fonction!dans!le!processus!de!
mitophagie!?!FUNDC2!est=elle!également!ancrée!dans!la!membrane!externe!des!mitochondries!?!!
Dans! un! premier! temps,! nous! nous! sommes! focalisés! sur! l’analyse! de! la! localisation!
intracellulaire!de!FUNDC2!endogène!et!de!son!expression!subcellulaire.!Puis,!nous!nous!sommes!! !










































La! quantité! de! FUNDC2! a! été! déterminée! par! immunoblot! (n=3)! à! partir! d’enrichissements!
mitochondriaux! issus! de! cellules!HeLa! invalidées! (siOPA1)! ou!non! (siCtrl)!pour!OPA1.!Le! niveau!




La! protéine! est! détectée! dans! les! enrichissements! mitochondriaux! et! pas! dans! l’extrait! total!
(cellules!HeLa).!
!
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intéressés! aux! effets! d’une! perte! de! fonction! ou! d’une! surexpression! de! FUNDC2! sur! le! réseau!
mitochondrial,! consécutifs! à! la! transfection! d’ARN! interférant! ou! d’un! vecteur! exprimant! FUNDC2!
étiqueté!EGFP.!
!
I. 2. Modèle expérimental et méthodologie 
I. 2. 1. Perte de fonction de FUNDC2 par une stratégie interférence ARN 
! Les! cellules! HeLa! ont! été! transfectées! avec! un! mélange! de! siRNAs! dirigées! contre! l’ARN!
messager! de! FUNDC2! (Dharmacon! Research).! Pour! visualiser! l’effet! de! la! perte! de! FUNDC2! sur! la!
morphologie! des! mitochondries,! les! cellules! HeLa! transfectées! ont! été! incubées! avec! le! colorant!
intra=vital!MitoTracker!pendant!40!minutes!à!37°C!(Invitrogen).!Ce!composé!diffuse!dans!la!cellule!et!
s’accumule!dans!les!mitochondries!fonctionnelles!ayant!un!potentiel!membranaire!élevé.!
I. 2. 2. Surexpression de FUNDC2 par une stratégie de clonage de l’ADNc de 
FUNDC2 dans le vecteur pEGFP N1 (réalisé par Margaux Dastor) 
L’analyse! de! la! séquence! de! la! protéine! FUNDC2! in& silico! indique! la! présence! d’un! signal!
d’adressage!à!la!mitochondrie!et!d’un!site!de!clivage!au!niveau!des!26!premiers!acides!aminés,!en!N=
terminal!(Target!scan!http://www.cbs.dtu.dk!et!mito!prot!http://ihg.gsf.de/cgi=bin/).!Ainsi,!afin!de!ne!
pas! interférer! avec! le! signal! d’adressage,! nous! avons! choisi! d’étiqueter! FUNDC2! dans! sa! partie! C=
terminale.! Pour! suivre! sa! localisation! intracellulaire,! nous! avons! produit! une! protéine! de! fusion!
traductionnelle!en!amont!de!la!protéine!EGFP,!à!l’aide!du!vecteur!pEGFP!N1.!Nous!avons!opté!pour!





I. 3. Résultats 
I. 3. 1. Localisation intracellulaire de la protéine FUNDC2 et effet de la perte de la 
protéine sur le réseau mitochondrial  
! Aucune! étude! à! ce! jour! ne! montrait! la! localisation! de! FUNDC2,! seules! des! analyses!
prédictives!réalisées!in&silico&la!localisaient!dans!la!mitochondrie.!Nous!avons!donc!réalisé!des!!
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immunoblots! dirigés! contre! FUNDC2! (anticorps! polyclonal! commercial,! Abcam)! à! partir!
d’enrichissements!mitochondriaux! ou!d’extraits! totaux! issus! de! cellules!HeLa.! La! protéine! FUNDC2!
n’est! pas! détectable! dans! les! extraits! totaux,! alors! qu’elle! est! retrouvée! dans! la! fraction!
mitochondriale! (Figure! 2).! FUNDC2! aurait! donc! une! localisation!mitochondriale! et! serait! en! faible!
abondance! dans! la! cellule.! Après! avoir! réalisé! des! immunocytofluorescences! dirigées! contre! la!
protéine! FUNDC2! dans! des! cellules! HeLa,! nous! avons! pu! montrer! une! localisation! intracellulaire!
principalement!mitochondriale.!En!effet,!le!marquage!de!cette!protéine!présente!une!colocalisation!
partielle! avec! le! réseau! mitochondrial,! révélé! par! le! colorant! intravital! MitoTracker! (Invitrogen)!
(Figure!3).&!
! Afin!de!préciser!la!fonction!de!FUNDC2,!nous!avons!d’abord!étudié!les!conséquences!de!son!
extinction! après! transfection! par! un! ARN! interférant! dans! des! cellules! HeLa.! La! morphologie! des!
mitochondries! observée! 24h,! 48h! ou! 72h! après! transfection! indique! qu’il! n’y! a! pas! de! différence!
entre! le! groupe! contrôle! ou! «!invalidé!»! pour! FUNDC2! (Figure! 4).! Or,! la! quantité! protéique! de!
FUNDC2,! dans! des! enrichissements! mitochondriaux,! indique! qu’il! n’y! a! pas! de! diminution!
d’expression! au! cours! de! la! culture! après! transfection! avec! siFUNDC2.! Le! mélange! de! siRNAs! ne!
semble! pas! être! efficace! pour! diminuer! l’expression! de! la! protéine.! Nous! ne! pouvons! donc! pas!
conclure!sur!l’implication!de!la!protéine!dans!la!morphologie!du!réseau!mitochondrial.!Les!outils!qui!
existent! actuellement! ne! nous! permettent! pas! de! poursuivre! les! investigations! de! la! perte! de!
fonction!de!FUNDC2.!!
! Nous!avons!donc!opté!pour!une!stratégie!alternative!consistant!à!étudier! les!conséquences!
de! la! surexpression! de! FUNDC2! par! transfection! de! cellules! HeLa! avec! des! vecteurs! exprimant! la!
protéine!de!fusion!FUNDC2=EGFP.!
I. 3. 2. Localisation de FUNDC2 et analyse du réseau mitochondrial après 
surexpression (réalisé par Margaux Dastor et Valérie Mils) 
Les! cellules! HeLa! ont! été! transfectées! avec! le! vecteur! exprimant! la! protéine! FUNDC2!
fusionnée!avec!EGFP!en!C!terminal.!24h!et!48h!après!transfection,!les!cellules!ont!été!incubées!avec!
le!colorant! intra=vital!MitoTracker! (rouge).!Dès!24h!de!surexpression,! l’observation!des!cellules!par!


















(A)! La! protéine! FUNDC2! a! été! quantifiée! dans! des! enrichissements! mitochondriaux! issus! de!
cellules! HeLa! transfectées! par! siContrôle! (siCtrl)! ou! siFUNDC2! (siF)! (n=1).! (B)! En! parallèle,! le!
réseau!mitochondrial!a!été!analysé!(MitoTracker).!Echelle!:!5µm.!
!
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! !
FUNDC2%EGFP# MitoTracker# Hoechst# Merge#
GFP# MitoTracker# Hoechst# Merge#
MitoTracker# Hoechst# Merge#
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La! morphologie! du! réseau! reste! de! type! filamenteux,! comme! dans! les! cellules! contrôles.!
Néanmoins,! à! 24h! de! transfection,! les! mitochondries! semble! péri=nucléaire! alors! qu’à! 48h! cette!
distribution! semble! perdue! (Figure! 5).! Une! analyse! quantitative! de! la! localisation! de! FUNDC2!








I. 4. Conclusion et Perspectives 
Les!résultats!obtenus!en!microscopie!à!fluorescence!montrent!une!colocalisation!partielle!de!
la!protéine! FUNDC2!endogène!avec! le! réseau!mitochondrial,! visualisé! à! l’aide!du!MitoTracker.! Ces!
données!corrèlent!avec!la!fluorescence!observée!au!niveau!des!mitochondries!après!transfection!des!
cellules!HeLa! avec! le! vecteur! pEGFP!N1=FUNDC2.! Cependant! une! faible! proportion! de! FUNDC2! ne!
colocalise! pas! avec! le! réseau! de! mitochondries! mais! présente! un! marquage! cytoplasmique.! Des!
questions!se!posent!alors!:! i)!existe=il!deux!formes!de!FUNDC2!présentes!respectivement!au!niveau!
mitochondrial!et!cytoplasmique!?!ou!ii)!une!seule!forme!de!FUNDC2!fait=elle!la!navette!entre!les!deux!











FUNDC2! est=elle,! comme! FUNDC1,! un! acteur! de! la! mitophagie!?! Cette! question! se! pose!
notamment!par!l’augmentation!d’expression!de!FUNDC2!consécutives!à!l’extinction!d’OPA1,!obtenue!!
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dans!des!cellules!HeLa.!La!protéine!OPA1!étant!un!acteur!de!fusion!de!la!membrane!interne,!la!perte!
de! cette!dynamine!engendre!une! fragmentation!du! réseau!mitochondrial.!Dans! ces! conditions,! les!
mitochondries! n’échangent! plus! leurs! matériels,! l’hétéroplasmie! augmente! et! certaines!
mitochondries! accumulent! des! mutations! de! leur! ADN! (Chan! DC! et! al,! 2012).! Ces! mitochondries!
dysfonctionnelles! et! potentiellement! toxiques! sont! éliminées! par! un! mécanisme! de! défense! sous!
forme! d’autophagie! spécifique,! appelé! la! mitophagie.! Une! hypothèse! est! donc! que! la! protéine!
FUNDC2! serait! activée! suite! à! la! perte! d’OPA1! en! réponse! à! la! fragmentation! des!mitochondries.!
Reste!à!prouver!que!FUNDC2,!comme!son!homologue!FUNDC1,!joue!un!rôle!dans!la!mitophagie.!Pour!


















To! identify! the! consequences! of! OPA1! loss! of! function! on! intracellular! redox! homeostasis,! we!
simulated! OPA1! haploinsufficiency,! the! major! mechanism! of! DOA! pathogenesis,! using! a! RNAi!





cell! death.! Furthermore,!we!observed! impairment! in! redox! state! in! the!DOA!mouse!model! B6;C3=
OPA1329Z355del! cortices,! along! with! decreased! aconitase! activity! with! no! increase! in! antioxidant!
enzymes.! Interestingly,! low!contents!of!SOD1!and!SOD2!were!observed! in! fibroblasts!derived! from!
some!DOA!patients!compared!to!healthy!volunteers.!!!
!The!findings!demonstrate!that!OPA1!down=regulation! impairs!mitochondrial!oxidative!metabolism.!
The! impairment! induces! antioxidant! responses! that! are! trounced!by! supplemental! oxidative! stress!
thereby! prompting! accelerated! cell! death.! Furthermore,! low! expression! of! some! antioxidant!
enzymes! in! several!DOA!patients! supports! their! role! as!modifier! factors! for!DOA! that! can!be!used!
prognostically! to! gauge! the! severity! and! evolution! of! the! disease.! We! also! propose! the! use! of!
antioxidants!as!potential!therapeutics!in!DOA!patients!to!prevent!or!delay!onset!of!the!symptoms.!
!
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Introduction!!
Mitochondria! are! cellular! powerhouse! via! oxidative! phosphorylation! (1)! and!mitochondrial!
diseases! can! be! caused! by!mutations! in! the! genes! of!mitochondrial! or! nuclear! DNA! (2).! Although!
many!of!them!are!multisystemic,!some!are!tissue!specific!such!as!optic!neuropathies!that!are!due!to!
alterations!of!mitochondrial! functions! (3),!as! illustrated!by! the! identification!of!ND1=6,!OPA1,!OPA3!
and! TMEM126A! as! causative! genes! for! LHON! (OMIM#535000),! type! 1! autosomal! dominant! optic!
atrophy! (OMIM#165500),! autosomal! dominant! optic! atrophy! and! cataract! (OMIM#606580),! and!




40%! (4=6).! Estimated! disease! prevalence! is! 1:10,000! in! Denmark! and! 1:50,000! worldwide.! This!
complex!pathology! remains!without!effective! treatment.! The!majority!of!patients! (~75%)!with!DOA!
harbor! mutation! in! the!OPA1! gene! coding! for! a! mitochondrial! GTPase! (7,! 8).! 280! different!OPA1!
mutations! have! been! reported! (http:/mitodyn.org),! the! majority! of! which! result! in! premature!
termination!ensuing!haploinsufficiency!by!the!reduction! in!OPA1!protein! levels! (4).!There! is!marked!
inter=!and! intra=familial!variability! in! the! rate!of!disease!progression,!but!a!significant!proportion!of!
patients!(50=75%)!will!experience!visual!worsening!in!later!life!(9,!10).!Recent!studies!show!a!severe!
multi=systemic!disorder!associated!with!some!OPA1&mutations,!named!‘DOA!plus’!(DOA+)!syndrome!
(OMIM#125250)! (11=14).! These! patients! present! additional! neurological! complications! as! ataxia,!
sensorineural!deafness,!chronic!progressive!external!ophtalmoplegia,!sensory=motor!neuropathy!and!
myopathy.!Of!note,!a!2=!to!3=fold!increased!risk!of!developing!multi=system!neurological!disease!with!
missense!OPA1!mutations! located!within! the!GTPase!domain,! suggests!deleterious! gain=of=function!
mechanisms.! Although! these! syndromal! DOA! variants! show! significant! phenotypic! variability,! a!
consistent!finding! is!worse!visual!prognosis!among!this!patient!subgroup.!These!observations!are!of!





The! OPA1! gene! encodes! a! mitochondrial! protein! localized! in! the! mitochondrial! inter=
membrane! space! (IMS)! and! anchored! to! mitochondrial! inner! membrane! (17=20).! Using! common!
genetically!modified!cells!lines!(HeLa,!COS,!MEF),!we!and!others!have!shown!that!OPA1!has!various!
functions! (21),! including! inner! membrane! fusion,! cristae! structuration,! mtDNA! maintenance,!
mitochondrial! energetic! modulation! and! protection! from! apoptosis! (21=24).! Patient! isolated! skin=
fibroblasts,! muscle,! or! lymphoblasts! have! shown! impairments! in! mitochondrial! morphology,!
respiration!and!energetic,!loss!of!mtDNA!integrity,!and!an!increased!sensitivity!to!apoptosis!(25,!26).!
However! several! contradictory! reports! for! energetic! defects! in!DOA!patients! exist! (21,! 27).!Mouse!
DOA! or! DOA+! models! evidenced! mitochondrial! fragmentation,! cristae! disorganisation,! increased!
mitophagy,! cytochrome! c! oxidase! deficiency! (28=30).! In! Caenorhabditis& Elegans,! mutations! of! the!
OPA1! gene! ortholog,! eatZ3,! cause! mitochondrial! fragmentation! and! inner! membrane! septa!
accumulation! in!matrix,! both! suggesting! defects! in! fusion,! and! hypersensitivity! to! oxidative! stress;!
but!no!evidence!for!increased!cell!death!(31).!Heterozygous!mutations!result!in!a!shortened!lifespan,!
increased! ROS! production,! sensitivity! to! oxidative! stress,! defects! in! activity! of! respiratory! chain!
complexes,!aberrant!mitochondrial!structures!as!well!as!heart,!skeletal!muscle!and!eye!dysfunctions!




the! molecular! mechanisms! explaining! how! inactivation! of! OPA1! function! contributes! to! DOA!
pathogenesis.! Since!haploinsufficiency! is! primarily! responsible! for!DOA!and!as! the!effects! of!OPA1!
inactivation!are!not! restricted! to!RGCs,!we!addressed! the!question!of! the! general! impact!of!OPA1!
inactivation!on!oxidative!metabolism!by!down=regulating!OPA1!for!the!first!time,!in!primary!neurons!




that! reduction! in! OPA1! results! in! diminished! cellular! respiration,! accompanied! by! an! increase! in!
mitochondrial! ROS!production!which! is! buffered!by! the! activation!of!NRF2!pathway!and! increased!
levels!and!activities!of!two!antioxidant!enzymes,!superoxide!dismutases!and!catalase.!However,!this!
situation!leads!to!a!pro=oxidative!state,!since!additional!acute!or!chronic!exogenous!oxidative!stress!
challenged!both! the!antioxidant! response!and!viability!of!OPA1!depleted!neurons.! In!OPA1+/=!mice,!
cortices! fall! in! a! prooxidative! state! at! 10! months! even! if! an! antioxidant! response! was! activated.!
Finally,! we! assessed! the! antioxidant! machinery! in! fibroblasts! from! DOA! patients! and! healthy!
volunteers.!We!found,!even!if!a!great!heterogeneity!exists!both!in!control!and!DOA!fibroblasts,!some!
patients!showed!altered!expression!of!antioxidant!genes.!Thus,!these!novel!findings!have!shown!that!










Figure! 1A).! As! previously! described,! neurons! in! primary! culture! treated!with! siOPA1,! show! 70.5!%!
decrease! in! OPA1! quantity! Day! 6! post=transfection! (42)! (Supplemental! Figure! 1B).! Interestingly,!
citrate! synthase,! HSP60,! VDAC! and! TOM20! levels! were! unchanged! (Supplemental! Figure! 1),!
suggesting!that!mitochondria!quantity!was!not!affected!by!siOPA1!down=regulation.!Reinforcing!this!
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conclusion! the! activity! of! citrate! synthase! did! not! change! in! siOPA1! transfected! HeLa! cells!
(Supplemental!Figure!2B).!
The!effect!of!OPA1!reduction!on!mitochondrial! respiration!was! investigated!using!Seahorse!
XF24! analyzer! (Seahorse! Bioscience).! In! all! conditions,! rotenone! and! antimycin! treatment!
considerably!inhibited!the!Oxygen!Consumption!Rate!(OCR)!showing!that!more!than!95%!of!oxygen!
consumption! was! due! to! mitochondrial! respiration! (Figure! 1A! and! B).! In! siCtrl! transfected! cells,!
oligomycin!inhibited!ATP=linked!respiration,!while!addition!of!the!protonophore!FCCP!that!uncouples!
oxidation!and!phosphorylation,!resulted!in!maximal!OCR.!In!both!siOPA1!transfected!neurons!(Figure!






spontaneous,! ATP=linked! respiration! and! maximal! mitochondrial! respiration! without! affecting! the!
mitochondrial!biomass!(Supplemental!Figure!1).!This!effect!could!be!explained!by!a!decrease!in!the!
levels! of!mitochondrial! respiratory! chain! (MRC)! subunits,! as! we! recently! showed! in! neurons! (42).!
Similar!results!were!obtained!in!OPA1!silenced!HeLa!cells!for!the!subunits!NDUFB4!(Complex!I),!SDHB!
(Complex! II),! Core2! (Complex! III)! and!COX! I! (Complex! IV),!which!were!decreased!by! about! 44.7!%,!
29.2! %,! 39.4! %! and! 46.4! %,! respectively! (Figure! 1C),! while! others! subunit! quantities! of! each!
complexes!such!as!NDUFA9!(Complex!I),!SDHA!(Complex!II),!Core1!(Complex!III)!and!COX!IV!(Complex!
IV)! were! unchanged,! (Figure! 1C).! Corresponding! to! our! previous! findings! in! neurons! (42)! three!
subunits!of!ATP!synthase!(alpha!and!gamma!for!F1!complex!and!d!for!F0!complex)!were!unaffected!
by!OPA1!silencing!in!HeLa!cells!(Figure!1C).!Accordingly,!total!ATP!cellular!concentration!did!not!vary!
upon!OPA1! down=regulation! (Supplemental! Figure! 2A).! Furthermore,! no! difference! in! total!NADH,!
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H+/NAD+!intracellular!level!was!observed!between!siOPA1!and!siCtrl!treated!HeLa!cells!(Supplemental!




culture!media! (Supplemental! Figure! 2D).! Altogether,! these! experiments! suggest! there! is! no!major!
disruption!in!the!TCA!cycle!or!NADH,!H+!furniture!in!OPA1!siRNA!treated!HeLa!cells.!!
2. OPA1!down=regulation!imbalances!redox!state.!!
Impaired!MRC! functioning,! without! disruption! in! the! TCA! cycle! and! furniture! in! NADH,! H+!
could!lead!to!a!potential!imbalance!in!redox!state!because!of!increased!electron!leaks.!To!investigate!
this! hypothesis,! we! first! measured! total! ROS! contents! with! the! H2=DCFDA! probe.! As! previously!
described! in! siOPA1! treated! neurons! (42)! a! 23.9!%! decrease! in! ROS! levels!was! observed! in! OPA1!
down=regulated!HeLa!cells!72!hours!after! transfection! (Figure!2A).!However,!aconitase!activity!was!
reduced!both!in!siOPA1!treated!HeLa!cells!and!neurons!of!34.2!%!and!33.8!%!respectively!(Figures!2B!
and!2C).! This! drop! could!not! be! attributed! to! change! in! protein!quantities! since! aconitase!protein!
levels! were! unchanged! in! both! siOPA1! treated! cell! types! (Supplemental! Figures! 3A! and! 3B).!













first! followed! the! intracellular! localisation! of! NRF2.! 72! hours! post=transfection,! 51.7! %! of! siOPA1!
treated!HeLa! cells! presented!NRF2!nuclear! localisation!whereas! only! 15.2!%!of! siCtrl=treated!HeLa!
cells! showed!NRF2! in! the! nucleus! (Figure! 3A).! Kinetics! of!NRF2! relocalisation! from!66!hours! to! 72!
hours!post=transfection!showed!a!significant!NRF2!nuclear!relocalisation!67!hours!after!transfection!




catalyse! the!dismutation!of! superoxide!anion! into!hydrogen!peroxide! the! latter!being!detoxified! in!
part!by!catalase,!another!NRF2!target,! into!water!and!O2.!Quantities!of!SOD1!and!SOD2!proteins! in!
siOPA1! treated! HeLa! cells! were! significantly! increased! (32.9! %)! or! unchanged! when! compared! to!
control!cells!(Figure!4A);!accordingly,!a!37!%!increase!of!total!SOD!activity!was!detected!(Figure!4B).!
In! neurons! no! statistical! differences! in! SOD! quantities! were! detected! (Supplemental! Figure! 5C).!




! No!difference! between! siOPA1! and! siCtrl! treated!HeLa! cells! or! neurons!were! observed! for!
other!NRF2!targets,!except!for!GSTP1!in!HeLa!cells!(Supplemental!Figures!5A!and!5C).!
4. Potent! oxidative!stress!challenges!viability!of!OPA1!down=regulated!neurons!!
Since! OPA1! down=regulation! leads! to! increased! mitochondrial! production! of! ROS! that! is!
overcome!by! induction!of!antioxidant!response,!we!addressed!the! impact!of!an!additional!acute!or!
chronic! oxidative! stress! in! OPA1! down=regulated! cells.! Neurons! were! incubated! with! rotenone,! a!
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potent! inhibitor! of! respiratory! complex! I! that! induces! a! major! oxidative! stress! (46,! 47).! A!
supplemental!stress!would!therefore!be!deleterious!for!cell!viability.!We!checked!this!hypothesis!by!
estimating! the! viability! (Figure! 5A)! and! number! of! picnotic! nuclei! (Figure! 5B)! of! siCtrl! and! siOPA1!
transfected!neurons!treated!with!acute!treatment!of!rotenone!(1!hour,!500!nM).!Decreased!viability!
estimated!by!trypan!blue!exclusion!assay!(6.7!%)!and!increased!apoptosis!estimated!by!the!number!
of! picnotic! nuclei! (20.8%)! of! siOPA1! transfected! cells! compared! to! siCtrl! transfected! cells! (13.7!%)!
were! observed,! suggesting! that! antioxidant! defences! are! overwhelmed! in! OPA1! down=regulated!
conditions.!We!checked!antioxidant!responses!by!analysing!the!NRF2!nuclear!translocation!as!well!as!
SOD1,! SOD2!and! catalase!quantities! in! siCtrl! and! siOPA1! transfected!neurons! (Figures! 5C! and!5D).!
Upon! acute! rotenone! treatment! (1! hour,! 500! nM),! NRF2! translocation! is! increased! by! 1.21! in!
rotenone!treated!siCtrl!transfected!neurons!but!not!in!rotenone!treated!siOPA1!transfected!neurons!
(Figure! 5C).!Upon! rotenone! stress,! SOD1!quantity!was! increased! in! siCtrl=transfected! neurons,! but!
not! in! siOPA1=transfected!neurons! (Figure!5D).! There!was!no! change! for! SOD2!quantities! in!either!
condition! (Figure! 5D).! Contrary! to! levels! in! basal! conditions,! there! is! no! difference! in! catalase!
quantities! in! siOPA1! and! siCtrl! rotenone! treated! neurons! (Figure! 5D).! These! results! suggest! that!
down=regulation! of! OPA1! results! in! maximal! catalase! induction! that! cannot! be! further! increased!
upon!rotenone=induced!oxidative!stress.!Moreover,!we!checked!viability!of!neurons!upon!a!chronic!





transgenic! mice! cortices! compared! to! the! litter! mate! mice! (Supplemental! Figure! 7A).! We! then,!
measured!aconitase! activity! as! a! sensor!of!mitochondrial! ROS!production.!A! 56.7!%! inhibition!was!
observed!in!10!months!old!OPA1+/Z!transgenic!mice!compared!to!litter!mate!mice,!while!no!significant!
decrease!was!evidenced!in!4!months!old!OPA1+/Z!mice!(Figure!6A).!Furthermore,!aconitase!activity!is!




SOD2!and! catalase!on! the! same!mice! and! found! that! SOD1! is! decreased! (37.3!%)! in! 4!months!old!
transgenic!mice!compared! to! litter!mate!mice! (Figure!6B).!Moreover,!SOD1!and!SOD2!are!114.5!%!
and!47.6!%!increased!between!4!and!10!months!respectively!in!OPA1+/Z!transgenic!mice!(Figure!6B),!
while! catalase! quantities! and! activities! are! stable! in! all! tested! conditions! (Figure! 6B! and!
Supplemental! Figure! 7C).! Altogether,! our! findings! indicate! that! during! the! 6! months! interval!
(between!4=10!months!old! studied! subjects)! there! is! an!activation! in! antioxidant!defences!but!not!




1).! SOD1,! SOD2,! catalase,! GSTP1! and! NQO1! were! studied! by! immunoblot! analysis! (Figure! 7! and!
Supplemental!Figure!8).!Fibroblasts!from!five!healthy!volunteers!(C1=C5)!and!eight!DOA!patients!(P1=
P8)!were!analysed.!Even!though!heterogeneity!exist!between!healthy!volunteers!and!DOA!patients!in!
antioxidant!defences,! some!patients! showed!altered!expression!of!antioxidant!genes! (Figure!7!and!
Supplemental!Figure!8).!Patients!P1,!P3,!P5!and!P7!express!significantly!low!levels!of!SOD1!and!SOD2!










In! the! present! work,! we! show! that! down=regulation! of! OPA1! induces! a! drastic! decline! in!
endogeneous!mitochondrial! respiration! in!primary! cultured!neurons!and! in!Hela! cells,!wherein! the!
citrate!cycle!is!not!globally!diminished.!Both!siOPA1!treated!neurons!and!HeLa!cells!showed!maximal!
mitochondrial! respiration,!which!does!not! surpass!basal!mitochondrial! respiration,! thus! suggesting!





driven!by! complexes! I,! II! and! IV! (41).!A! study! concerning! the! consequences!of!OPA1!mutations!on!
energetic!metabolism!revealed!defective!oxidative!phosphorylation!with!lowered!ATP!production!in!









(49).! Zanna!and!coll.!have! ideed! shown! that!OPA1! interacts!with! respiratory! complexes! I,! II! and! III!
(25).!Furthermore,!we!showed!that!waning! levels!of!OPA1!decreases!the!quantity!of!MRC!complex!
subunits.!However,!except!for!complex!II!which!activity!is!decreased!of!25%,&the!complex!I,!III!and!IV!
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the!efficiency!of!electron! transfer! (54,!55)! (56).!Decreased! respiration!observed!upon!OPA1!down=
regulation! could! be! explained! by! disruption! of! RCS! generating! free! and! less! active! forms! of!
respiratory!complexes.!Accordingly,!Cogliati!and!coll!recently!demonstrated!that!the!loss!of!OPA1!in!
mouse! fibroblasts! causes! defects! in! RSC! formation! (57).! On! the! other! hand,! (58)! recently! linked!
mitochondrial! respiration! and! mitochondrial! fusion! through! the! fusogenic! function! of! OPA1.!
However,! DOA! fibroblasts! showing! respiratory! mitochondrial! defects,! do! not! always! show!
mitochondrial! morphological! alterations! suggesting! that! the! pathophysiology! of! DOA! could! be!
related!to!an!energetic!defect!rather!than!an!impairment!of!mitochondrial!morphology!(50).!
2. OPA1!down=regulation!induces!a!pro=oxidant!state!





indeed! induced! re=localisation! of! the! NRF2! transcription! factor! into! the! nucleus,! where! it! up=
regulates! target! genes!bearing!ARE! (antioxidant! responsive! elements)! promoter! elements,! such! as!
SOD!and!catalase.!Additional!exogenous!oxidative!stress!induced!by!rotenone!resulted!in!decreased!
neuron! viability,! suggesting! that! antioxidant!defences! are!overwhelmed.!Accordingly,!mutations!of!
the! OPA1! gene! ortholog! in! Caenorhabditis& Elegans! and! in! drosophila! cause! hypersensitivity! to!
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oxidative! stress! (31,!32).! Furthermore,!SOD1,!SOD2!and!catalase! levels!were!unaltered!upon!acute!
oxidative!stress! in!SiOPA1!treated!cells!as!opposed!to,!siCtrl! transfected!cells,!which! induced!SOD1!
levels.! Supporting! the! in& vitro! data,! in! 10! months! old!OPA1+/Z! transgenic! mice! cortices,! aconitase!
activity! is! decreased! suggesting! a! burst! in!mitochondrial! ROS! production,!which! is! not! statistically!
significant! in!4!months!OPA1+/Z! transgenic!mice!cortices.!This!pro=oxidant!state! is!concomitant!with!
an! increase! of! SOD1! and! SOD2! quantities! in!OPA1+/Z! transgenic! mice! cortices! between! 4! and! 10!
months.!Surprisingly!SOD1!quantity! is!decreased! in!4!months!OPA1+/Z! transgenic!mice!as!previously!
described! for! SOD2! in! the! retina! of! 9! months! old! OPA1+/Z! transgenic! mice! (60).! These! results!
emphasize! the! critical! generation! of! ROS! associated! to! OPA1! dysfunction,! as! it! was! proposed! for!
Leber!Hereditary!Optic!Neuropathy! (LHON)! (35)! and! other! neurodegenerative! pathologies! such! as!
Alzheimer!and!Parkinson!diseases!(36)!
3. Implications!in!DOA!pathogenesis!and!potential!therapeutic!approaches.!




wavelength! of! incident! light,! and! the! threshold! for! damage! is! lowest! for! blue=light! in! the! visible!
spectrum!(61)!and!continues!to!increase!for!wavelengths!below!400nm.!Indeed,!as!demonstrated!in!
aphakic!monkeys,!the!retina!is!six!times!more!sensitive!to!350=!and!325=nm!wavelengths!than!to!blue!
light! (441!nm).! Interestingly,!some!studies!described! increased!sensitivity!of!RGCs!to!blue! light! (62,!
63).! In! contrast! to! blue! light,! ultraviolet! light! produces! irreparable! damage! to! rod! and! cone!
photoreceptors! (64).! Additionally,! within! the! retina,! mtDNA! lesions! reach! remarkable! levels! in! all!
regions! of! the! mitochondrial! genome! upon! exposure! to! endogenous! ROS! generated! from! the!
mitochondria!themselves!or!from!photosensitizers!(65)!for!review!see!(66).!




thus! highly! involved! in! oxidative! stress! processes! (68).! However,!mitochondria! are! also! targets! of!
these! molecules! (68).! Under! physiological! conditions,! about! 1–3%! of! molecular! oxygen! is!
incompletely!reduced!during!redox!reactions!in!the!MRC,!and!this!in!turn!leads!to!production!of!the!
ROS! superoxide! anion! (O2.−)! by=products.! In! this! scenario,! complex! interactions! in! antioxidant!
defence! systems! repress! oxidative! stress! within! mitochondria! (69).! Cellular! systems! that! protect!
against! oxidants! involve! antioxidant! defence! enzymes! (superoxide! dismutase! [SOD],! glutathione!
peroxidase![GPx],!and!catalase)!(69),!oxidant!scavengers!(vitamin!E,!vitamin!C,!carotenoids,!uric!acid,!
and!polyphenols)! and!mechanisms! that! repair!oxidant=induced!damage! to! lipids,!proteins,!or!DNA.!
Despite! these!protective!mechanisms,!uncontrolled!generation!of!ROS!can!overwhelm!the!capacity!
of! antioxidant! protection! causing! mitochondrial! dysfunction.! In& vivo! studies! in! transgenic! mice!




! Our!goal! to!precisely!analyze!and!characterize!energetic!metabolism! in!different!models!of!
DOA! is! written! for! a! growing! axis! of! investigation! common! to! different! neurodegenerative! optic!
atrophies! including! Leber! Syndrome.! In! this! context,! numerous! studies! suggest! increasing!
mitochondrial! antioxidant! defences! to! rescue! cells! (73,! 74).! Among! the! possibilities! to! induce!
cytoprotection,!inducers!of!ARE!are!mainly!considered.!In!contrast!to!direct!antioxidants!(vitamin!C,!E!
and! beta=carotene),! a! number! of! plant=derived! antioxidant! compounds,!which! include! resveratrol,!
isothiocyanate,! catechins! and! curcumin,! are! indeed! weak! prooxidants,! are! indirect! (75)! (76)! (77).!
Acting!as!weak!prooxidants,!they!have!limited!ability!to!cause!oxidative!damage,!yet!they!are!potent!
enough! to! activate! the!NRF2=mediated! adaptive! response! (76)! (78)! (79).! In! this! context,! low=dose!
prooxidants! such! as! isothicyanate! and! resveratrol! may! activate! the! NRF2! antioxidant! system!
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therefore!protecting!against!existing!or! future!high=level! stresses! (80).!Given! that!our! findings! that!




bypassing! complex! I! (82,! 83)! and! has! antioxidant! properties! (82).! It! is! of! high! interest! to! identify!
patients! able! to! induce! an! NRF2! response! and! if! not! to! characterize! the! level! in! the! signalling!
pathway!where!there!is!a!gap!(see!results!for!SOD2!with!DOA!patient!2!in!our!results).!These!future!





HeLa! cells,! from! the! American! Type! Culture! Collection! (Manassas,! VA)! were! cultured! in!
Dulbecco’s!Modified!Eagle’s!Medium!4,5!g/l! glucose! (DMEM,! Invitrogen),! supplemented!with!10!%!
FCS,!penicillin! (100!units/ml)! and! streptomycin! (100!mg/ml),! in! an! incubator! at! 37°C!and!5!%!CO2.!
HeLa!cells!were!electroporated!using!Cell! line!kit!R!(Amaxa,!Lonza)!with!1,5!µg!of!control!siRNA!(D=
001210=02,! Dharmacon! Research)! or! human! OPA1! siRNA! (D=005273=03,! target! sequence!
AAAGAAGGCUGUACCGUUA,!Dharmacon!Research)!per!106!cells.!
All!animals!(n!=!45,!350!embryos)!in!this!study!were!ethically!maintained!and!used!as!ethical!
laws! of! CNRS.! Day! 17! embryos! were! removed! from! pregnant! Wistar! rats! (Janvier)! under!
intraperitoneal!pentobarbitol!(Sigma)!anaesthesia.!Cortices!were!dissected,!enzymatically!dissociated!
with!papain!(10!U/ml,!Sigma),!then!exposed!for!5!min!in!a!solution!that!inactivated!papain:!DNAse!I!
(Invitrogen)! and! B27! (Gibco),! diluted! in! PBS! 1X! with! D=Glucose! (33! mM,! Sigma).! Cells! were!
dissociated! by! trituration! and! filtered! through! a! membrane! (70! µm,! BD! Falcon).! Cells! were! then!





three! to! eight! times.! Cultures! were! grown! in! Neurobasal®! (Eurobio)! supplemented! with! B27!
(Invitrogen),! 2! mM! glutamine,! 0.1! %! penicillin! and! streptomycin! (Gibco),! 250U/ml! amphotericin!
(Invitrogen)!and!1!mM!lactic!acid!(Sigma)!at!a!density!of!6!.105!cells!per!cm2.!
Cortical! cells! (5.106)! were! electroporated! using! the! Rat! Neuron! Nucleofector! Kit! (Amaxa,!
Lonza)!according!to!the!manufacturers’!optimized!protocol!with!3!µg!of!control! luciferase=targeting!
(D=001210=02,! Dharmacon! Research)! or! OPA1=targeting! (target! sequence!
GAUUGUGCCUGACUUUAUA,!Dharmacon!Research)!small!interfering!RNA!(Dharmacon).!!
Fibroblasts! obtained! by! skin! biopsy! from! consenting! DOA! patients! and! healthy! volunteers!
were! cultured! in! Dulbecco’s! Modified! Eagle’s! Medium! 4,5! g/l! glucose! (DMEM,! Invitrogen),!
supplemented!with!10!%!FCS,!penicillin!(100!U/ml)!and!streptomycin!(100!mg/ml)!and!maintained!for!





barrier! facilities! free!of! specific! pathogens.!Mouse!breeding!and!all! experimental! procedures!were!





(Seahorse! Bioscience,! North! Billerica,!MA).! HeLa! cells! (15.103)! or! neurons! (3.105)! transfected!with!
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control!siRNA!or!siOPA1!were!plated!on!XF24!microplates!3!days!or!6!days!respectively!before!OCR!




µM! for!neurons,!1µM! for!HeLa! cells)! and! rotenone! (50!nM! for!neurons,!1!µM! for!HeLa! cells)!with!
antimycin!A!(C:!0,182!µM!for!neurons!and!1!µM!for!HeLa!cells).!The!plate!was!then!loaded!into!the!
XF24!instrument!for!calibration.!For!oxygen!consumption!measurement,!growth!media!of!neurons!or!
HeLa! cells! were! replaced! with! incubation! media! (DMEM! supplemented! with! NaCl! (143mM),!
PhénolRed!(3mg/ml),!glucose!(10mM),!glutamine!(2mM)!and!pyruvate!(2mM)!at!pH!7.4,!and!kept!at!






Roche! Applied! Science).! Cell! lysates! were! centrifuged! at! 14,000! rpm! at! 4°C! for! 10!min.! The! total!
protein!concentration!was!determined!in!the!supernatant!using!the!Bradford!Protein=assay!(Bio=Rad).!!
! Human!fibroblasts!were!lysed!for!30!min!in!a!buffer!containing!50!mM!Tris=HCL!pH!7.5,!250!
mM! NaCl,! 5! mM! EDTA,! 5! mM! EGTA,! 1! mM! Dithiothreitol,! 0.1! %! Triton! X=100,! 0.1! %! SDS,! 1! %!
Deoxycholate,! 1! %! NP40! and! protease! inhibitors! («!Complete!»! protease! inhibitor! mixture,! Roche!
Applied!Science).!After!sonication!(cycles!of!6!seconds!ON!/!6!seconds!OFF,!amplitude!40%,!during!1!
minute),! cell! lysates! were! centrifuged! at! 14,000! rpm! at! 4°C! for! 10! min.! The! total! protein!
concentration!was!determined!in!the!supernatant!using!the!Bradford!Protein=assay!(Bio=Rad).!!
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14,000! rpm!at!4°C! for!10!min.!The! total!protein! concentration!was!determined! in! the! supernatant!
using!the!Bradford!Protein=assay!(Bio=Rad).!!
100=200! µg! proteins! were! separated! by! SDS=PAGE! (8=15%)! and! transferred! onto!
nitrocellulose!membranes!(Whatman,!Protran).!Free!binding!sites!were!blocked!with!5!%!non=fat!dry!
milk,!0.2!%!Tween!20!in!Tris!Buffer!Saline!1X!pH!7.6!(blocking!buffer).!The!membranes!were!probed!
with! various!primary! antibody! (anti=OPA1! (1/300,!BD=Biosciences),! anti=actin! (1/25000,! Chemicon),!
anti=HSP60! (1/8000,! Sigma),! anti=citrate! synthase! (1/3000,! Abcam),! anti=OXPHOS! (1/200,!
Mitosciences),! anti=NDUFB4! (1/500,! Mitosciences),! anti=NDUFA9! (1/100,! Mitosciences),! anti=SDHA!
(1/1000,!Abcam),!anti=Core!1!(1/500,!Invotrogen),!anti=COXIV!(1/250,!Cell!Signaling!Technology),!anti=
ATP5C1!(1/500,!Abgent),!anti=ATP5H!(1/2000,!Abcam),!anti=aconitase!(1/500,!Abcam),!anti=SOD1!and!






nuclear!NRF2!detection.!Non!specific!binding! sites!were!blocked!with!3!%!BSA! in!PBS!1X! for!15=30!
min! at! room! temperature.! Cells! were! immunostained! with! rabbit! polyclonal! anti=NRF2! antibody!
(1/50,!Santa!Cruz!Biotechnology)!for!1h!at!37°C.!!
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HeLa! cells! or! neurons! were! then! incubated! with! Alexa! fluor! 488=conjugated! secondary!
antibodies! (1/300,!Molecular! Probes),! labelled!with! 0.25!µg/ml!Hoechst! in! PBS! 1X!over! 5!min! and!
mounted!in!Mowiol.!Immunolabelling!was!visualized!under!a!fluorescence!microscope!(Nikon!Eclipse!
80i!or!Zeiss!710!Big)!and!images!were!acquired!using!NIS=Element!(Nikon!Digital!Sight!DUS2!camera)!










already! described! in! (37).! The! photochrome! was! measured! at! 525! nm! using! the! UVIKON!
Spectrophotometer!922.!!
8. Glutathione!levels!
HeLa! cells! or! neurons! were! lysed! with! 200! µl! of! 5! %! metaphosphoric! acid! and! then!
centrifuged!1,500!g!at!4°C!during!10!min.!Final!supernatant!was!used!for!glutathione!assay!(reduced!
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GSH! and! oxidized! GSSG! measurements)! performed! by! reverse=phase! high=perforance! liquid!
chromatography!(HPLC)!as!previously!described!in!(38).!!
9. Enzymatic!antioxidant!activities!






! Acute! rotenone=induced! oxidative! stress! in! transfected! neuron! primary! cultures! was!
performed!at!day!6! (DIV6)!with! rotenone! (1h,!500!nM)! (Sigma).!Then,! rotenone!was! removed!and!
cells!were!incubated!3h!with!the!same!media!prior!rotenone!incubation.!!
! Viability!of!plated!cortical!cells!was!estimated!using!the!Trypan!blue!exclusion!essay!(Sigma).!





systematic! comparison! between! control! siRNA! and! siOPA1=treated! HeLa! cells! or! neurons.! Oxygen!
consumption! rates! between! siCtrl! and! siOPA1! treated! HeLa! cells! and! neurons! were! investigated!
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dotted! line).! Spontaneous! mitochondrial! respiration! is! significantly! lower! in! siOPA1=transfected!
neurons! (0.50! +/=! 0.05)! than! in! control! (0.74! +/=! 0.09).! After! oligomycin! (0.6! µM)! injection,! cell!
respiration! is! also! significantly! lower! in! siOPA1=transfected! neurons! (0.33! +/=! 0.04)! than! in! siCtrl=
transfected!cells!(0.5!+/=!0.06).!After!FCCP!(6!µM)!injection,!maximal!respiration!is!significantly!lower!
in! neurons! down=regulated! for! OPA1! (0.41! +/=! 0.08)! than! in! control! cells! (0.76! +/=! 0.11).! Finally,!
rotenone!(50!nM)!and!antimycin!A!(0.182!µM)! injections! inhibit!mitochondrial!respiration.!Reseults!
are! expressed! as! Mean! +/=! SEM! (n=3).! P! values! were! determined! by! Student’s! unpaired! t=test!
(p<0.01**!and!p<0.001***.!(B)!OCR!were!measured!in!HeLa!cells!transfected!with!siOPA1!and!siCtrl.!
Spontaneous!mitochondrial! respiration! is! significantly! lower! in! HeLa! cells! transfected!with! siOPA1!
(0.26! +/=! 0.04)! compared! to! control! cells! (0.42! +/=! 0.06).! After! oligomycin! (0.6! µM)! injection,! cell!
respiration! is!also!significantly! lower! in!siOPA1=transfected!cells! (0.22!+/=!0.03)!than! in!control!cells!
(0.37! +/=! 0.05).! After! FCCP! (6!µM)! injection!maximal! respiratory! is! significantly! lower! in!HeLa! cells!




                                                                                                                                                       Article 
! 259!
cells!on! levels!of!two!subunits!of!the!mitochondrial! respiratory!chain!complexes!(complex! I=IV)!and!
three! subunits!of!ATP!synthase! (complex!V)! relative! to!HSP60! (AU:!Arbitrary!Units,!Mean!+/=!SEM,!
n=7!to!n=10).!NDUFB4!(n=10)!quantity!is!significantly!lower!in!siOPA1=transfected!HeLa!cells!(0.47!+/=!
0.07)! than! in! siCtrl=transfected! cells! (0.85! +/=! 0.09).! SDHB! (n=10)! quantity! is! significantly! lower! in!
siOPA1!treated!HeLa!cells! (0.68!+/=!0.16)! than! in!control!cells! (0.96!+/=!0.16).!Core!2! (n=10)! level! is!
significantly!decreased! in! siOPA1! treated!cells! (0.75!+/=!0.05)! than! in! control! cells! (1.238!+/=!0.10).!




(A)!Total!ROS!measured!by!H2DCFDA!probe! in!HeLa!cells! transfected!with!siOPA1! (72.63!+/=!4.6)! is!
lower!than!in!siCtrl!treated!cells!(95.48!+/=!9.1).!Aconitase!activity!(B)!is!lower!in!siOPA1=treated!HeLa!
cells! (3.185! +/=! 1.41)! when! compared! to! siCtrl=treated! cells! (4.811! +/=! 1.361)! and! (C)! in! neurons!
depleted! for! OPA1! (2.2! +/=! 0.4)!when! compared! to! control! cells! (3.0! +/=! 0.5).! Reduced! (GSH)! and!
oxidized! (GSSG)!glutathione! levels! are!observed! in!HeLa! cells! (D)! and!neurons! (E)! transfected!with!









nuclear!translocation!(300=400!cells!per!condition).!Nuclear! immunostaining!of!NRF2! is!observed! in!











SOD1! quantity! is! increased! in! siOPA1=transfected! HeLa! cells! (1.05! +/=! 0.03)! compared! to! siCtrl=
treated!cells!(0.79!+/=!0.05).! (B)!Total!SODs!activity!(SOD1!and!SOD2)!is!increased!in!HeLa!cells!after!
siOPA1!transfection!(1.008!+/=!0.12)!compared!to!control!cells!(0.73!+/=!0.08).!(C)!Catalase!quantity!is!
increased! in! siOPA1! (1.6! +/=! 0.33)! when! compared! to! siCtrl=treated! neurons! (0.85! +/=! 0.14).! (D)!
Catalase!activity!is!increased!in!neurons!transfected!with!siOPA1!(5.563+/=!0.66)!when!compared!to!









agent! are! lower! in! siOPA1! neurons! treated!with! rotenone! (81.63! +/=! 0.76!%)! than! in! control! cells!
treated!with!rotenone!(87.5!+/=!0.93!%).!(B)!Percentage!of!picnotic!nuclei!determined!after!Hoechst!
staining!is!higher!in!siOPA1!(grey)!or!siCtrl=treated!neurons!(white),!with!or!without!acute!rotenone!
treatment! (1h,! 500nM)! (C)! Histogram! represented! nuclear! fluorescence! intensity! of! NRF2! (pixels!
sum/µm2)! estimated!using! Image! J! software,!which! is! higher! in! siOPA1=treated!neurons! (471.4! +/=!
8.5)!than!in!control!cells!(412.8!+/=!6.17)!without!rotenone!treatment.!After!1h!rotenone!incubation!
and! 3h! in! reconditioning! medium,! NRF2! nuclear! fluorescence! intensity! is! increased! in! control!
condition! (478.7! +/=! 10.45)! but! not! in! siOPA1=transfected! neurons! (459.9! +/=! 8.852).! (D)!
Representative!immunoblots!and!histograms!of!SOD1!(n=8),!SOD2!(n=8)!and!catalase!(n=7)!proteins!
quantities! relative! to! actin! in! neurons! after! siOPA1! (grey)! or! siCtrl=transfection! (white),! with! or!
without! acute! rotenone! treatment! (500nM,! 1h).! Rotenone! treatment! doesn’t! change! SOD2!
quantities!in!control!or!siOPA1=treated!cells.!Upon!acute!stress,!SOD1!quantity!is!increased!in!siCtrl=
transfected!neurons!(without!rotenone:!1.173!+/=!0.1068;!with!rotenone:!1.488!+/=!0.1174),!but!not!





cells! (without! rotenone:! 1.193! +/=! 0.17;! with! rotenone:! 1.219! +/=! 0.13).! Results! are! expressed! as!
mean!+/=!SEM!with!n=4! (A),!at! least!100!nuclei!per!conditions!n=4! (B);!750=850!cells!per!condition!
n=5! (C)! n=7=8! (D).! Statistical! significance! was! determined! by! Student’s=paired! t=test! (A,! B)! and! a!
nonparametric! test! (Mann=Whitney)! (C);! for! D:! siCtrl! versus! siOPA1! with! or! without! rotenone!








+/=! 0.38).! Aconitase! activity! is! decreased! in! cortices! of! 10!months! old!OPA1+/Z!mice! (0.97! +/=! 0.23)!
compared! to! 4! months! old! OPA1+/Z! mice! (1.90! +/=! 0.24).! ! (B)! SOD1,! SOD2! and! catalase! protein!
quantities!relative!to!actin!were!measured!in!4!(n=10)!and!10!(n=6)!months!old!OPA1+/Z!and!OPA1+/+!
mice!cortices.!SOD1!quantity!is!lower!in!cortices!of!4!months!old!mutant!mice!OPA1+/Z!(0.69!+/=!0.08)!
compared!to!OPA1+/+!mice! (1.10!+/=!0.11).!SOD1!quantity! is! increased! in!cortices!of!10!months!old!









































mM! TrisHCL! pH! 8.0,! 300! µM! acetyl=CoA,! 500! µM! oxaloacetate,! 0,1! %! Triton! X=100)! and! 40! µg! of!
proteins!were!measured!at!412!nm!(37°C).!Reactions!start!after!adding!50!µl!of!10!mM!oxaloacetic!
acid!diluted!in!100!mM!Tris!HCl!pH!8.1.!
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Succinate! dehydrogenase! activity! was! evaluated! by! the! reduction! of! 2,6=dichlorophenol=
indophenol! (DCPIP).! Complex! III! activity! was! inhibited! by! antimycin! to! impair! the! ubiquinone!
reduction! and! reverse! electron! flow! was! stopped! by! rotenone,! a! complex! I! inhibitor.! 976! µl! of!




concentration!of!malate,! fumarase!activity! is!determined!by! the!production!of! fumarate.!930!µl!of!
reaction!media! (100!mM!K! PO4,! 50!mM!malate)! and! 60µg! of! proteins!were!measured! at! 250! nm!
(37°C).!Reactions!start!after!adding!50!µl!of!1M!malate!and!500!mM!K!phosphate!pH!7.4.!









Oxford!Biochemical!Research),! anti=ferritin!heavy! chain! (1/500,!Abcam)!and!anti=ferritin! light! chain!
(1/4000,!Abcam).!
6.!Kinetic!of!NRF2!nuclear!translocation!!
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After! fixation! and! permeabilization,! HeLa! cells! were! incubated! with! primary! antibodies!
against!NRF2!(1/50,!Santa!Cruz!Biotechnology)!and!Alexa!fluor!488=conjugated!secondary!antibodies!
(1/300,!Molecular! Probes).! Immunolabelling! of! HeLa! cells! 66h,! 67h,! 68h,! 69h,! 70h,! and! 72h! after!
siControl!and!siOPA1!transfection!was!visualized!under!a!fluorescence!microscope!(Nikon!Eclipse!80i)!




Chronic! rotenone=induced! oxidative! stress! in! transfected! neuron! primary! cultures! was!
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! !Millet et al. Supplemental Figure 7
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Supplemental!Figures!legends!
Supplemental!Figure!1!–!Mitochondrial!biomass! is!not!affected!by!the! loss!of!OPA1!both! in!HeLa!
cells!and!neurons!
Representative! immunoblots! and! histograms! showing! protein! levels! of! OPA1! (inner! membrane),!
HSP60! (matrix),! citrate! synthase! (matrix),! VDAC! (outer!membrane)! and! TOM20! (outer!membrane)!
relative!to!actin!in!OPA1!down=regulated!(A)!HeLa!cells!(n=5=8)!and!(B)!neurons!(n=5).!OPA1!proteins!
levels! are! drastically! in! siOPA1=transfected!HeLa! cells! (92%)! and! in! neurons! (70%).! In!OPA1!down=
regulated!HeLa! cells! and! neurons,! there! are! no! differences! of! all! proteins! quantities! compared! to!
control! cells.! Results! are! expressed! as! mean! +/=! SEM! with! n=5=8.! P! values! were! determined! by!
Student’s=paired!t=test!(A,!B),!p<0.001***.!
!
Supplemental! Figure!2!–!Down! regulation!of!OPA1!doesn’t! globally! change! the! tricarboxylic! acid!
(TCA)!cycle!activity!and!intracellular!ATP!level!
(A)! Total! intracellular! ATP! level! was! unchanged! in! OPA1! down=regulated! cells! when! compared! to!
siCtrl=treated!cells.! (B)!Ratio!of!NAD+/NADH,!H+!and!total! intracellular! levels!of!NAD+!and!NADH,!H+!
were!unchanged!in!HeLa!cells!transfected!with!siOPA1!when!compared!to!siCtrl!cells.!(C)!Activities!of!
TCA!cycle!enzymes!citrate!synthase,!succinate!dehydrogenase,!fumarase!and!malate!dehydrogenase,!
in! siOPA1=treated! HeLa! cells! and! in! control! cells.! Both! succinate! dehydrogenase! and! fumarase!
activities!were! slightly! decreased! in! siOPA1=treated!HeLa! cells! (6.438! +/=! 0.701! and! 90.56! +/=! 6.34!
respectively)!compared!to!control!cells!transfected!with!siCrtl!(8.688!+/=!0.7229!and!107.3!+/=!9.423!
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Supplemental!Figure!3!–!Aconitase!quantity!in!OPA1;depleted!cells!!












(A)! Representative! immunoblots! and! histograms! showing! the! effect! of! OPA1! down=regulation! on!
catalase,!NAD(P)H!deshydrogenase!quinone!1!(NQO1),!glutathione=s=transferase!p1!(GSTP1),!Ferritin!
Heavy! Chain! (FHC)! and! Ferritin! Light! Chain! (FLC)! expressions! relative! to! actin,! in! siOPA1! or! siCtrl=
treated!HeLa!cells.!Only!GSTP1!was!increased!about!30!%!in!siOPA1=treated!HeLa!cells.!(B)!Catalase!
activity! is! unchanged! in! HeLa! cells! transfected! with! siOPA1! when! compared! to! siCtrl.! (C)!
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Trypan! blue! assays! were! performed! 24h! and! 48h! after! 50nM! rotenone! exposure! in! neurons!
transfected!with!or!without!siOPA1,!to!induce!chronic!oxidative!stress.!Both!in!24h!and!48h!rotenone!





condition,! and! by! a! nonparametric! test! (Mann=Whitney! test)! for! siCtrl! and! siOPA1! (24h! rotenone!
treatment)!versus!siCtrl!and!siOPA1!(48h!rotenone!treatment)!respectively,!p<0.05*.!!
!
Supplemental! Figure! 7! –! OPA1! and! aconitase! quantities,! and! catalase! activities! in! OPA1+/.!
transgenic!mice!








Supplemental! Figure! 8! –! DOA! patient’s! fibroblasts! and! control’s! fibroblasts! antioxidant! proteins!
levels!
Representative! immunoblot!showing! levels!of!SOD1,!SOD2,!catalase,!GSTP1,!NQO1!and!actin! (A)! in!
five!healthy!volunteer’s!(CTRL)!fibroblasts!(C1=C5)!and!(B)! in!eight!DOA!patient’s!fibroblasts!(P1=P8).!






















Vernon! Schapira.! 2011.! “Bioenergetic! Consequences! of! PINK1! Mutations! in! Parkinson! Disease.”! PloS& one! 6(10):!
e25622.!!













Frédéric! Bouillaud,! Anne! Laure! Bulteau,! and! Anne! Lombès.! 2012.! “Defective! Mitochondrial! Fusion,! Altered!
Respiratory! Function,! and! Distorted! Cristae! Structure! in! Skin! Fibroblasts! with! Heterozygous! OPA1! Mutations.”!
Biochimica&et&biophysica&acta!1822(10):!1570–80.!!
Akepati,! Vasudheva! Reddy,! Eva=Christina! Müller,! Albrecht! Otto,! Holger! M! Strauss,! Michael! Portwich,! and! Christiane!
Alexander.! 2008.! “Characterization! of! OPA1! Isoforms! Isolated! from! Mouse! Tissues.”! Journal& of& neurochemistry!
106(1):!372–83.!
Alam,!Z!I,!A!Jenner,!S!E!Daniel,!A!J!Lees,!N!Cairns,!C!D!Marsden,!P!Jenner,!and!B!Halliwell.!1997.!“Oxidative!DNA!Damage!in!
the!Parkinsonian!Brain:!An!Apparent!Selective! Increase! in!8=Hydroxyguanine!Levels! in!Substantia!Nigra.”!Journal&of&
neurochemistry!69(3):!1196–1203.!





Wissinger.! 2009.! “Subtle! Neurological! and! Metabolic! Abnormalities! in! an! Opa1! Mouse! Model! of! Autosomal!
Dominant!Optic!Atrophy.”!Experimental&neurology!220(2):!404–9.!!
Alexander,!C,!M!Votruba,!U!E!Pesch,!D!L!Thiselton,!S!Mayer,!A!Moore,!M!Rodriguez,!U!Kellner,!B!Leo=Kottler,!G!Auburger,!S!S!
Bhattacharya,! and! B! Wissinger.! 2000.! “OPA1,! Encoding! a! Dynamin=Related! GTPase,! Is! Mutated! in! Autosomal!
Dominant!Optic!Atrophy!Linked!to!Chromosome!3q28![In!Process!Citation].”!Nat&Genet!26(2):!211–15.!!
Allen,! K! L,! A! Almeida,! T! E! Bates,! and! J! B! Clark.! 1995.! “Changes! of! Respiratory! Chain! Activity! in! Mitochondrial! and!




Morgia,! P!Montagna,!M! Liguori,! C! Zanna,!M!Rugolo,!A!Cossarizza,!B!Wissinger,! C!Verny,!R! Schwarzenbacher,!M!A!
Martin,! J! Arenas,! C! Ayuso,! R! Garesse,! G! Lenaers,! D! Bonneau,! and! V! Carelli.! 2008.! “OPA1! Mutations! Induce!
Mitochondrial!DNA!Instability!and!Optic!Atrophy!‘plus’!Phenotypes.”!Brain!131(Pt!2):!338–51.!!
Amati=Bonneau,!Patrizia,!Dan!Milea,!Dominique!Bonneau,!Arnaud!Chevrollier,!Marc!Ferré,!Virginie!Guillet,!Naïg!Gueguen,!
Dominique! Loiseau,!Marie=Anne! Pou! de! Crescenzo,! Christophe!Verny,! Vincent! Procaccio,! Guy! Lenaers,! and! Pascal!
Reynier.! 2009.! “OPA1=Associated! Disorders:! Phenotypes! and! Pathophysiology.”! The& international& journal& of&
biochemistry&&&cell&biology!41(10):!1855–65.!!















Arakaki,! Naokatu,! Takeshi! Nishihama,! Hiroyuki! Owaki,! Yoshinori! Kuramoto,! Midori! Suenaga,! Eri! Miyoshi,! Yuka! Emoto,!




Ardehali,! Hossein,! Zhenhui! Chen,! Young! Ko,! Rafael! Mejía=Alvarez,! and! Eduardo! Marbán.! 2004.! “Multiprotein! Complex!
Containing!Succinate!Dehydrogenase!Confers!Mitochondrial!ATP=Sensitive!K+!Channel!Activity.”!Proceedings&of& the&
National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!101(32):!11880–85.!!
Arnold,! I,! K! Pfeiffer,!W!Neupert,! R! A! Stuart,! and!H! Schägger.! 1998.! “Yeast!Mitochondrial! F1F0=ATP! Synthase! Exists! as! a!
Dimer:!Identification!of!Three!Dimer=Specific!Subunits.”!The&EMBO&journal!17(24):!7170–78.!!
Arnoult,!Damien.!2010.!“Dynamique!Mitochondriale :!Des!Mitochondries.”!783–86.!
Arnoult,! Damien,! Alain! Grodet,! Yang=Ja! Lee,! Jérôme! Estaquier,! and! Craig! Blackstone.! 2005.! “Release! of! OPA1! during!








Baradaran,! Rozbeh,! John!M!Berrisford,!Gurdeep! S!Minhas,! and! Leonid!A! Sazanov.! 2013.! “Crystal! Structure! of! the! Entire!
Respiratory!Complex!I.”!Nature!494(7438):!443–48.!!
Barboni,! Piero,! Maria! Lucia! Valentino,! Chiara! La! Morgia,! Michele! Carbonelli,! Giacomo! Savini,! Annamaria! De! Negri,!
Francesca! Simonelli,! Federico! Sadun,! Leonardo! Caporali,! Alessandra! Maresca,! Rocco! Liguori,! Agostino! Baruzzi,!






Terskikh,! and! Sergey! Lukyanov.! 2006.! “Genetically! Encoded! Fluorescent! Indicator! for! Intracellular! Hydrogen!
Peroxide.”!Nature&methods!3(4):!281–86.!!
Ben=Porath,! Ittai,! and! Robert! A! Weinberg.! 2005.! “The! Signals! and! Pathways! Activating! Cellular! Senescence.”! The&
international&journal&of&biochemistry&&&cell&biology!37(5):!961–76.!!
Bereiter=Hahn,! Jürgen,!and!Marina! Jendrach.!2010.! “Mitochondrial!Dynamics.”! International& review&of& cell&and&molecular&
biology!284(10):!1–65.!!
Berger,!K!H,!and!M!P!Yaffe.!1996.!“Mitochondrial!Distribution!and!Inheritance.”!Experientia!52(12):!1111–16.!









Bischof,! Oliver,! Anne! Dejean,! and! Pascal! Pineau.! 2009.! “[A! Review! of! Cellular! Senescence:! Friend! or! Foe! of!
Tumorigenesis?].”!Médecine&sciences :&M/S!25(2):!153–60.!!










Günther! Daum,! Nils! Wiedemann,! Thomas! Becker,! Nikolaus! Pfanner,! and! Martin! van! der! Laan.! 2012.! “Role! of!

















H!Chan,!and!Raymond!A!Swanson.!2009.! “NADPH!Oxidase! Is! the!Primary!Source!of! Superoxide! Induced!by!NMDA!
Receptor!Activation.”!Nature&neuroscience!12(7):!857–63.!!
De!Brito,!Olga!Martins,! and! Luca! Scorrano.! 2008.! “Mitofusin!2! Tethers! Endoplasmic!Reticulum! to!Mitochondria.”!Nature!
456(7222):!605–10.!!
Brookes,! Paul! S,! Yisang! Yoon,! James! L! Robotham,!M!W!Anders,! and! Shey=Shing! Sheu.! 2004.! “Calcium,! ATP,! and! ROS:! A!
Mitochondrial!Love=Hate!Triangle.”!American&journal&of&physiology.&Cell&physiology!287(4):!C817–33.!!




Bruel,! C,! R! Brasseur,! and! B! L! Trumpower.! 1996.! “Subunit! 8! of! the! Saccharomyces! Cerevisiae! Cytochrome! bc1! Complex!
Interacts!with!Succinate=Ubiquinone!Reductase!Complex.”!Journal&of&bioenergetics&and&biomembranes!28(1):!59–68.!!
BRUYN,! G! W,! and! L! N! WENT.! “A! SEX=LINKED! HEREDO=DEGENERATIVE! NEUROLOGICAL! DISORDER,! ASSOCIATED! WITH!
LEBER’S!OPTIC!ATROPHY.!I.!CLINICAL!STUDIES.”!Journal&of&the&neurological&sciences!1(1):!59–80.!!









Cantu=Medellin,!Nadiezhda,! and! Eric! E! Kelley.! 2013.! “Xanthine!Oxidoreductase=Catalyzed!Reactive! Species!Generation:!A!
Process!in!Critical!Need!of!Reevaluation.”!Redox&biology!1(1):!353–58.!!
Carelli,! V,! P! Barboni,! A! Zacchini,! R!Mancini,! L!Monari,! S! Cevoli,! R! Liguori,! M! Sensi,! E! Lugaresi,! and! P!Montagna.! 1998.!
“Leber’s!Hereditary!Optic!Neuropathy!(LHON)!with!14484/ND6!Mutation!in!a!North!African!Patient.”! Journal&of&the&
neurological&sciences!160(2):!183–88.!
Carelli,! V,! M! Rugolo,! G! Sgarbi,! A! Ghelli,! C! Zanna,! A! Baracca,! G! Lenaz,! E! Napoli,! A! Martinuzzi,! and! G! Solaini.! 2004.!
“Bioenergetics!Shapes!Cellular!Death!Pathways! in! Leber’s!Hereditary!Optic!Neuropathy:!A!Model!of!Mitochondrial!
Neurodegeneration.”!Biochim&Biophys&Acta!1658(1=2):!172–79.!!




Cartoni,! Romain,! Bertrand! Léger,! M! Benjamin! Hock,! Manu! Praz,! Antoinette! Crettenand,! Sara! Pich,! Jean=Luc! Ziltener,!
François! Luthi,! Olivier! Dériaz,! Antonio! Zorzano,! Charles! Gobelet,! Anastasia! Kralli,! and! Aaron! P! Russell.! 2005.!










Richard,! Marc! Ferre,! Christophe! Verny,! Frédéric! Dubas,! Vincent! Procaccio,! Patrizia! Amati=Bonneau,! Dominique!
Bonneau,! and! Pascal! Reynier.! 2009.! “Mitochondrial! Complex! I! Deficiency! in! GDAP1=Related! Autosomal! Dominant!
Charcot=Marie=Tooth!Disease!(CMT2K).”!Neurogenetics!10(2):!145–50.!!
Cereghetti,! G! M,! A! Stangherlin,! O! Martins! de! Brito,! C! R! Chang,! C! Blackstone,! P! Bernardi,! and! L! Scorrano.! 2008.!
“Dephosphorylation!by!Calcineurin!Regulates!Translocation!of!Drp1! to!Mitochondria.”!Proceedings&of& the&National&
Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!105(41):!15803–8.!!
Chaban,! Yuriy,! Egbert! J! Boekema,! and!Natalya!V!Dudkina.! 2014.! “Structures! of!Mitochondrial!Oxidative! Phosphorylation!
Supercomplexes!and!Mechanisms!for!Their!Stabilisation.”!Biochimica&et&biophysica&acta!1837(4):!418–26.!!




Chan,!Nickie!C,! and!David!C!Chan.!2011.! “Parkin!Uses! the!UPS! to! Ship!off!Dysfunctional!Mitochondria.”!Autophagy! 7(7):!
771–72.!!
Chang,!Chuang=Rung,! and!Craig!Blackstone.!2010.! “Dynamic!Regulation!of!Mitochondrial! Fission! through!Modification!of!
the!Dynamin=Related!Protein!Drp1.”!Annals&of&the&New&York&Academy&of&Sciences!1201:!34–39.!!

















Chen,! Xin! Jie,! Xiaowen!Wang,! and! Ronald! A! Butow.! 2007.! “Yeast! Aconitase! Binds! and! Provides! Metabolically! Coupled!
Protection!to!Mitochondrial!DNA.”!Proceedings&of&the&National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!
104(34):!13738–43.!!





Marc! Ferre,! Hélène! Dollfus,! Sylvie! Odent,! Dan! Milea,! Cyril! Goizet,! Patrizia! Amati=Bonneau,! Vincent! Procaccio,!
Dominique! Bonneau,! and! Pascal! Reynier.! 2008.! “Hereditary! Optic! Neuropathies! Share! a! Common! Mitochondrial!
Coupling!Defect.”!Annals&of&neurology!63(6):!794–98.!!
Chinta,! Shankar! J,! and! Julie! K! Andersen.! 2011.! “Nitrosylation! and! Nitration! of! Mitochondrial! Complex! I! in! Parkinson’s!
Disease.”!Free&radical&research!45(1):!53–58.!
Cho,!Bongki,!So!Yoen!Choi,!Hyo!Min!Cho,!Hyun!Jung!Kim,!and!Woong!Sun.!2013.!“Physiological!and!Pathological!Significance!
of! Dynamin=Related! Protein! 1! (Drp1)=Dependent! Mitochondrial! Fission! in! the! Nervous! System.”! Experimental&
neurobiology!22(3):!149–57.!
Cho,!Dong=Hyung,!Tomohiro!Nakamura,! Jianguo!Fang,!Piotr!Cieplak,!Adam!Godzik,!Zezong!Gu,!and!Stuart!A!Lipton.!2009.!







Chu,!Charleen!T,! Jing! Ji,! Ruben!K!Dagda,! Jian! Fei! Jiang,! Yulia! Y! Tyurina,!Alexandr!a!Kapralov,!Vladimir!A!Tyurin,!Naveena!
Yanamala,! Indira! H! Shrivastava,! Dariush! Mohammadyani,! Kent! Zhi! Qiang! Wang,! Jianhui! Zhu,! Judith! Klein=






Chung,! Young! Min,! Jun! Suk! Kim,! and! Young! Do! Yoo.! 2006.! “A! Novel! Protein,! Romo1,! Induces! ROS! Production! in! the!
Mitochondria.”!Biochemical&and&biophysical&research&communications!347(3):!649–55.!!
Cipolat,!Sara,!Olga!Martins!de!Brito,!Barbara!Dal!Zilio,!and!Luca!Scorrano.!2004.!“OPA1!Requires!Mitofusin!1! to!Promote!
Mitochondrial! Fusion.”!Proceedings&of& the&National&Academy&of& Sciences&of& the&United& States& of&America! 101(45):!
15927–32.!!
Cogliati,! Sara,! Christian! Frezza,!Maria! Eugenia! Soriano,! Tatiana! Varanita,! Ruben!Quintana=Cabrera,!Mauro! Corrado,! Sara!
Cipolat,! Veronica! Costa,! Alberto! Casarin,! Ligia! C! Gomes,! Ester! Perales=Clemente,! Leonardo! Salviati,! Patricio!
Fernandez=Silva,! Jose! a! Enriquez,! and! Luca! Scorrano.! 2013.! “Mitochondrial! Cristae! Shape! Determines! Respiratory!
Chain!Supercomplexes!Assembly!and!Respiratory!Efficiency.”!Cell!155(1):!160–71.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 286!
Cohn,!Amy!C,!Carmel!Toomes,!Catherine!Potter,!Katherine!V!Towns,!Alex!W!Hewitt,!Chris!F!Inglehearn,!Jamie!E!Craig,!and!
David! A!Mackey.! 2007.! “Autosomal! Dominant! Optic! Atrophy:! Penetrance! and! Expressivity! in! Patients! with! OPA1!
Mutations.”!American&journal&of&ophthalmology!143(4):!656–62.!!
Collins,! Tony! J,! Michael! J! Berridge,! Peter! Lipp,! and! Martin! D! Bootman.! 2002.! “Mitochondria! Are! Morphologically! and!
Functionally!Heterogeneous!within!Cells.”!The&EMBO&journal!21(7):!1616–27.!!
Conrad,!Marcus,!Joel!Schick,!and!Jose!Pedro!Friedmann!Angeli.!2013.!“Glutathione!and!Thioredoxin!Dependent!Systems!in!









Complexes! Associate! to! Form! a! Single! Supracomplex! in! Yeast!Mitochondria.”! The& Journal& of& biological& chemistry!
275(24):!18093–98.!!
Da! Cruz,! Sandrine,! Philippe! A! Parone,! Philippe! Gonzalo,! Willy! V! Bienvenut,! Daniel! Tondera,! Alexis! Jourdain,! Manfredo!
Quadroni,!and!Jean=Claude!Martinou.!2008.!“SLP=2!Interacts!with!Prohibitins!in!the!Mitochondrial!Inner!Membrane!
and! Contributes! to! Their! Stability.”! Biochimica& et& biophysica& acta! 1783(5):! 904–11.!
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18339324!(May!25,!2014).!
Cuesta,!Ana,!Laia!Pedrola,!Teresa!Sevilla,!Javier!García=Planells,!María!José!Chumillas,!Fernando!Mayordomo,!Eric!LeGuern,!








Therapy! for!Mitochondrial!Diseases:! Leber!Hereditary!Optic!Neuropathy!as! the!First!Candidate! for!a!Clinical!Trial.”!
Comptes&rendus&biologies!337(3):!193–206.!!
Czabotar,! Peter! E,! Guillaume! Lessene,! Andreas! Strasser,! and! Jerry!M! Adams.! 2014.! “Control! of! Apoptosis! by! the! BCL=2!
Protein!Family:!Implications!for!Physiology!and!Therapy.”!Nature&reviews.&Molecular&cell&biology!15(1):!49–63.!!
Danielson,!Steven!R,!Jason!M!Held,!May!Oo,!Rebeccah!Riley,!Bradford!W!Gibson,!and!Julie!K!Andersen.!2011.!“Quantitative!
Mapping! of! Reversible! Mitochondrial! Complex! I! Cysteine! Oxidation! in! a! Parkinson! Disease! Mouse! Model.”! The&
Journal&of&biological&chemistry!286(9):!7601–8.!!
Darshi,!Manjula,!Vincent!L!Mendiola,!Mason!R!Mackey,!Anne!N!Murphy,!Antonius!Koller,!Guy!a!Perkins,!Mark!H!Ellisman,!
and! Susan! S! Taylor.! 2011.! “ChChd3,! an! Inner!Mitochondrial!Membrane!Protein,! Is! Essential! for!Maintaining!Crista!
Integrity!and!Mitochondrial!Function.”!The&Journal&of&biological&chemistry!286(4):!2918–32.!!









Astarie=Dequeker,! L! Lasquellec,! B! Arnaud,! B! Ducommun,! J! Kaplan,! and! C! P! Hamel.! 2000a.! “Nuclear! Gene! OPA1,!
Encoding!a!Mitochondrial!Dynamin=Related!Protein,!Is!Mutated!in!Dominant!Optic!Atrophy![In!Process!Citation].”!Nat&
Genet!26(2):!207–10.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 287!
———.! 2000b.! “Nuclear!Gene!OPA1,! Encoding! a!Mitochondrial! Dynamin=Related! Protein,! Is!Mutated! in!Dominant!Optic!
Atrophy![In!Process!Citation].”!Nat&Genet!26(2):!207–10.!!
Delivani,! P,! and! S! J!Martin.! 2006.! “Mitochondrial!Membrane! Remodeling! in! Apoptosis:! An! inside! Story.”!Cell& death& and&
differentiation!13(12):!2007–10.!!
Denton,! R!M,! and! J! G!McCormack.! 1980.! “On! the! Role! of! the! Calcium! Transport! Cycle! in! Heart! and! Other!Mammalian!
Mitochondria.”!FEBS&letters!119(1):!1–8.!!
DePina,! A! S,! and!G!M! Langford.! 1999.! “Vesicle! Transport:! The!Role! of! Actin! Filaments! and!Myosin!Motors.”!Microscopy&
research&and&technique!47(2):!93–106.!!







Diaz,! Francisca,! Hirokazu! Fukui,! Sofia! Garcia,! and! Carlos! T! Moraes.! 2006.! “Cytochrome! c! Oxidase! Is! Required! for! the!
Assembly/stability!of!Respiratory!Complex!I!in!Mouse!Fibroblasts.”!Molecular&and&cellular&biology!26(13):!4872–81.!!
Diot,!Alan,!Emmanuelle!Guillou,!Marlène!Daloyau,!Laetitia!Arnauné=Pelloquin,!Laurent! J!Emorine,!and!Pascale!Belenguer.!
2009.! “Transmembrane! Segments! of! the! Dynamin!Msp1p!Uncouple! Its! Functions! in! the! Control! of!Mitochondrial!
Morphology!and!Genome!Maintenance.”!Journal&of&cell&science!122(Pt!15):!2632–39.!!




Dooley,! Colette! T,! Timothy!M! Dore,! George! T! Hanson,!W! Coyt! Jackson,! S! James! Remington,! and! Roger! Y! Tsien.! 2004.!
“Imaging!Dynamic! Redox! Changes! in!Mammalian! Cells!with!Green! Fluorescent! Protein! Indicators.”!The& Journal& of&
biological&chemistry!279(21):!22284–93.!!
Dröge,!Wulf.!2002.!“Free!Radicals!in!the!Physiological!Control!of!Cell!Function.”!Physiological&reviews!82(1):!47–95.!!
Dudek,! Jan,! Peter! Rehling,! and! Martin! van! der! Laan.! 2013.! “Mitochondrial! Protein! Import:! Common! Principles! and!
Physiological!Networks.”!Biochimica&et&biophysica&acta!1833(2):!274–85.!!
Dudkina,! Natalia! V,! Holger! Eubel,! Wilko! Keegstra,! Egbert! J! Boekema,! and! Hans=Peter! Braun.! 2005.! “Structure! of! a!
Mitochondrial! Supercomplex! Formed! by! Respiratory=Chain! Complexes! I! and! III.”! Proceedings& of& the& National&
Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!102(9):!3225–29.!!
Dudkina,! Natalya! V,! Stephanie! Sunderhaus,! Egbert! J! Boekema,! and! Hans=Peter! Braun.! 2008.! “The! Higher! Level! of!
Organization!of!the!Oxidative!Phosphorylation!System:!Mitochondrial!Supercomplexes.”!Journal&of&bioenergetics&and&
biomembranes!40(5):!419–24.!!
Duvezin=Caubet,! Stéphane,!Mirko!Koppen,! Johannes!Wagener,!Michael! Zick,! Lars! Israel,!Andrea!Bernacchia,!Ravi! Jagasia,!
Elena! I! Rugarli,! Axel! Imhof,! Walter! Neupert,! Thomas! Langer,! and! Andreas! S! Reichert.! 2007.! “OPA1! Processing!
Reconstituted! in! Yeast! Depends! on! the! Subunit! Composition! of! the!M=AAA! Protease! in!Mitochondria.”!Molecular&
biology&of&the&cell!18(9):!3582–90.!!
Eckert,!Gunter!P,!Christina!Schiborr,!Stephanie!Hagl,!Reham!Abdel=Kader,!Walter!E!Müller,!Gerald!Rimbach,!and!Jan!Frank.!






Giuseppe! Gasparre,! Dominique! Loiseau,! Emmanuelle! Sarzi,! Valerio! Carelli,! Pascal! Reynier,! Patrick! F! Chinnery,!
Christian!P!Hamel,!Michela!Rugolo,!Guy!Lenaers,! Inserm!U=,!Biologia!Molecolare,!and!E!Quagliariello.!2011.!“OPA1!
Links!Human!Mitochondrial!Genome!Maintenance!to!mtDNA!Replication!and!Distribution.”!(33):!12–20.!
Ellouze,! Sami,! Sébastien! Augustin,! Aicha! Bouaita,! Crystel! Bonnet,!Manuel! Simonutti,! Valérie! Forster,! Serge! Picaud,! Jose=
Alain!Sahel,!and!Marisol!Corral=Debrinski.!2008.!“Optimized!Allotopic!Expression!of! the!Human!Mitochondrial!ND4!









Eura,! Yuka,! Naotada! Ishihara,! Sadaki! Yokota,! and! Katsuyoshi! Mihara.! 2003.! “Two! Mitofusin! Proteins,! Mammalian!





Federico,! Antonio,! Elena! Cardaioli,! Paola! Da! Pozzo,! Patrizia! Formichi,! Gian! Nicola! Gallus,! and! Elena! Radi.! 2012.!
“Mitochondria,!Oxidative!Stress!and!Neurodegeneration.”!Journal&of&the&neurological&sciences!322(1=2):!254–62.!!





Matthew! J! Longley,! Michelangelo! Mancuso,! Purificación! Gutiérrez! Ríos,! Michio! Hirano,! William! C! Copeland,! and!













Frezza,! Christian,! Sara!Cipolat,!Olga!Martins!de!Brito,!Massimo!Micaroni,!Galina!V!Beznoussenko,! Tomasz!Rudka,!Davide!
Bartoli,! Roman! S! Polishuck,! Nika!N!Danial,! Bart! De! Strooper,! and! Luca! Scorrano.! 2006.! “OPA1! Controls! Apoptotic!
Cristae!Remodeling!Independently!from!Mitochondrial!Fusion.”!Cell!126(1):!177–89.!!











Galkin,! Alexander,! and! Salvador! Moncada.! 2007.! “S=Nitrosation! of! Mitochondrial! Complex! I! Depends! on! Its! Structural!
Conformation.”!The&Journal&of&biological&chemistry!282(52):!37448–53.!!
Gan,! Li,! and! Jeffrey! a! Johnson.! 2013.! “Oxidative! Damage! and! the! Nrf2=ARE! Pathway! in! Neurodegenerative! Diseases.”!
Biochimica&et&biophysica&acta.!!









Garnier,! A,! D! Fortin,! C! Deloménie,! I! Momken,! V! Veksler,! and! R! Ventura=Clapier.! 2003.! “Depressed! Mitochondrial!
Transcription!Factors!and!Oxidative!Capacity!in!Rat!Failing!Cardiac!and!Skeletal!Muscles.”!The&Journal&of&physiology!
551(Pt!2):!491–501.!!
Garrido,!Nuria,! Lorena!Griparic,! Eija! Jokitalo,! Jorma!Wartiovaara,! Alexander!M! van! der! Bliek,! and! Johannes!N! Spelbrink.!
2003.!“Composition!and!Dynamics!of!Human!Mitochondrial!Nucleoids.”!Molecular&biology&of&the&cell!14(4):!1583–96.!!










Rustin.!“Coenzyme!Q(10)!and! Idebenone! in! the!Therapy!of!Respiratory!Chain!Diseases:!Rationale!and!Comparative!
Benefits.”!Molecular&genetics&and&metabolism!77(1=2):!21–30.!!
Girard,!Martine,!Roxanne! Larivière,!David!A!Parfitt,! Emily!C!Deane,!Rebecca!Gaudet,!Nadya!Nossova,! Francois!Blondeau,!
George!Prenosil,!Esmeralda!G!M!Vermeulen,!Michael!R!Duchen,!Andrea!Richter,!Eric!A!Shoubridge,!Kalle!Gehring,!R!
Anne! McKinney,! Bernard! Brais,! J! Paul! Chapple,! and! Peter! S! McPherson.! 2012.! “Mitochondrial! Dysfunction! and!




Influence! on! Plant! Stress!Gene!Regulation! and!Defense.”!Proceedings& of& the&National& Academy& of& Sciences& of& the&
United&States&of&America!108(26):!10768–73.!!
Gleyzer,! Natalie,! Kristel! Vercauteren,! and! Richard! C! Scarpulla.! 2005.! “Control! of! Mitochondrial! Transcription! Specificity!
Factors! (TFB1M! and! TFB2M)! by! Nuclear! Respiratory! Factors! (NRF=1! and! NRF=2)! and! PGC=1! Family! Coactivators.”!
Molecular&and&cellular&biology!25(4):!1354–66.!!




Gómez,! Luis! A,! Jeffrey! S! Monette,! Juan! D! Chavez,! Claudia! S! Maier,! and! Tory!M! Hagen.! 2009.! “Supercomplexes! of! the!





Grau,! Tanja,! Lena! F! Burbulla,! Gertraud! Engl,! Cécile! Delettre,! Benjamin! Delprat,! Konrad! Oexle,! Beate! Leo=Kottler,! Tony!
Roscioli,! Rejko! Krüger,! Doron! Rapaport,! Bernd! Wissinger,! and! Simone! Schimpf=Linzenbold.! 2013.! “A! Novel!
Heterozygous!OPA3!Mutation!Located! in!the!Mitochondrial!Target!Sequence!Results! in!Altered!Steady=State!Levels!
and!Fragmented!Mitochondrial!Network.”!Journal&of&medical&genetics!50(12):!848–58.!!
Greene,! Jessica! C,! Alexander! J! Whitworth,! Isabella! Kuo,! Laurie! A! Andrews,! Mel! B! Feany,! and! Leo! J! Pallanck.! 2003.!
“Mitochondrial! Pathology! and! Apoptotic!Muscle! Degeneration! in! Drosophila! Parkin!Mutants.”! Proceedings& of& the&
National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!100(7):!4078–83.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 290!




Griparic,! Lorena,!Nicole!N! van!der!Wel,! Ian! J!Orozco,! Peter! J! Peters,! and!Alexander!M! van!der! Bliek.! 2004.! “Loss! of! the!
Intermembrane! Space! Protein! Mgm1/OPA1! Induces! Swelling! and! Localized! Constrictions! along! the! Lengths! of!
Mitochondria.”!The&Journal&of&biological&chemistry!279(18):!18792–98.!!
Grover,! Gary! J,! Palma! Ann!Marone,! Lee! Koetzner,! and! Donna! Seto=Young.! 2008.! “Energetic! Signalling! in! the! Control! of!
Mitochondrial! F1F0!ATP! Synthase!Activity! in!Health! and!Disease.”!The& international& journal& of& biochemistry&&& cell&
biology!40(12):!2698–2701.!!
Grünewald,! Anne,! Lisa! Voges,! Aleksandar! Rakovic,! Meike! Kasten,! Himesha! Vandebona,! Claudia! Hemmelmann,! Katja!
Lohmann,! Slobodanka! Orolicki,! Alfredo! Ramirez,! Anthony! H! V! Schapira,! Peter! P! Pramstaller,! Carolyn!M! Sue,! and!
Christine!Klein.!2010.!“Mutant!Parkin! Impairs!Mitochondrial!Function!and!Morphology! in!Human!Fibroblasts.”!PloS&
one!5(9):!e12962.!!
Guan,! K,! L! Farh,! T! K!Marshall,! and! R! J! Deschenes.! 1993.! “Normal!Mitochondrial! Structure! and!Genome!Maintenance! in!
Yeast!Requires!the!Dynamine=like!Product!of!the!MGM1!Gene.”!Curr.&Genet.!24(1=2):!141–48.!!
Guan,! Kun=Liang,! and! Yue! Xiong.! 2011.! “Regulation! of! Intermediary! Metabolism! by! Protein! Acetylation.”! Trends& in&
biochemical&sciences!36(2):!108–16.!!
Guillery,! O,! F! Malka,! T! Landes,! E! Guillou,! C! Blackstone,! A! Lombes,! P! Belenguer,! D! Arnoult,! and! M! Rojo.! 2008.!
“Metalloprotease=Mediated! OPA1! Processing! Is! Modulated! by! the! Mitochondrial! Membrane! Potential.”! Biol& Cell!
100(5):!315–25.!!
Guillou,! E,! C! Bousquet,!M!Daloyau,! L! J! Emorine,! and! P! Belenguer.! 2005.! “Msp1p! Is! an! Intermembrane! Space! Dynamin=
Related!Protein!That!Mediates!Mitochondrial!Fusion!in!a!Dnm1p=Dependent!Manner!in!S.!Pombe.”!FEBS&Lett!579(5):!
1109–16.!




Guzy,! Robert! D,! Beatrice! Hoyos,! Emmanuel! Robin,! Hong! Chen,! Liping! Liu,! Kyle! D! Mansfield,! M! Celeste! Simon,! Ulrich!
Hammerling,! and! Paul! T! Schumacker.! 2005.! “Mitochondrial! Complex! III! Is! Required! for! Hypoxia=Induced! ROS!
Production!and!Cellular!Oxygen!Sensing.”!Cell&metabolism!1(6):!401–8.!!
Guzy,!Robert!D,!Bhumika!Sharma,!Eric!Bell,!Navdeep!S!Chandel,!and!Paul!T!Schumacker.!2008.!“Loss!of!the!SdhB,!but!Not!
the! SdhA,! Subunit! of! Complex! II! Triggers! Reactive!Oxygen! Species=Dependent! Hypoxia=Inducible! Factor! Activation!
and!Tumorigenesis.”!Molecular&and&cellular&biology!28(2):!718–31.!!
De!Haan,!Judy!B,!Cecile!Bladier,!Mehrnoush!Lotfi=Miri,!Juliet!Taylor,!Paul!Hutchinson,!Peter!J!Crack,!Paul!Hertzog,!and!Ismail!
Kola.!2004.! “Fibroblasts!Derived! from!Gpx1!Knockout!Mice!Display!Senescent=like!Features!and!Are!Susceptible! to!
H2O2=Mediated!Cell!Death.”!Free&radical&biology&&&medicine!36(1):!53–64.!!
Habersetzer,! Johan,! Widade! Ziani,! Isabelle! Larrieu,! Claire! Stines=Chaumeil,! Marie=France! Giraud,! Daniel! Brèthes,! Alain!
Dautant,!and!Patrick!Paumard.!2013.!“ATP!Synthase!Oligomerization:!From!the!Enzyme!Models!to!the!Mitochondrial!
Morphology.”!The&international&journal&of&biochemistry&&&cell&biology!45(1):!99–105.!!
Habersetzer,! Johann,! Isabelle! Larrieu,! Muriel! Priault,! Bénédicte! Salin,! Rodrigue! Rossignol,! Daniel! Brèthes,! and! Patrick!
Paumard.! 2013.! “Human! F1F0! ATP! Synthase,! Mitochondrial! Ultrastructure! and! OXPHOS! Impairment:! A! (super=
)complex!Matter?”!PloS&one!8(10):!e75429.!!
Haefeli,!Roman!H,!Michael!Erb,!Anja!C!Gemperli,!Dimitri!Robay,! Isabelle!Courdier!Fruh,!Corinne!Anklin,!Robert!Dallmann,!
and! Nuri! Gueven.! 2011.! “NQO1=Dependent! Redox! Cycling! of! Idebenone:! Effects! on! Cellular! Redox! Potential! and!
Energy!Levels.”!PloS&one!6(3):!e17963.!!
Han,!Bingnan,!Harald!Gross,!Douglas!E!Goeger,!Susan!L!Mooberry,!and!William!H!Gerwick.!2006.!“Aurilides!B!and!C,!Cancer!
Cell! Toxins! from! a! Papua! New! Guinea! Collection! of! the! Marine! Cyanobacterium! Lyngbya! Majuscula.”! Journal& of&
natural&products!69(4):!572–75.!!
Han,!Xiao=Jian,!Yun=Fei!Lu,!Shun=Ai!Li,!Taku!Kaitsuka,!Yasufumi!Sato,!Kazuhito!Tomizawa,!Angus!C!Nairn,!Kohji!Takei,!Hideki!
Matsui,! and! Masayuki! Matsushita.! 2008.! “CaM! Kinase! I! Alpha=Induced! Phosphorylation! of! Drp1! Regulates!
Mitochondrial!Morphology.”!The&Journal&of&cell&biology!182(3):!573–85.!!










Hanson,! George! T,! Robert! Aggeler,! Devin! Oglesbee,! Mark! Cannon,! Roderick! A! Capaldi,! Roger! Y! Tsien,! and! S! James!









Head,! Brian,! Lorena! Griparic,! Mandana! Amiri,! Shilpa! Gandre=Babbe,! and! Alexander! M! van! der! Bliek.! 2009.! “Inducible!
Proteolytic! Inactivation!of!OPA1!Mediated!by! the!OMA1!Protease! in!Mammalian!Cells.”!The& Journal&of&cell&biology!
187(7):!959–66.!!
Hebert=Chatelain,! Etienne.! 2013.! “Src! Kinases! Are! Important! Regulators! of! Mitochondrial! Functions.”! The& international&
journal&of&biochemistry&&&cell&biology!45(1):!90–98.!http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22951354!(May!25,!2014).!
Van!Heeke,!G,! L!Deforce,! R!A! Schnizer,! R! Shaw,! J!M!Couton,!G! Shaw,! P! S! Song,! and! S!M! Schuster.! 1993.! “Recombinant!













Hinton,! D! R,! A! A! Sadun,! J! C! Blanks,! and! C! A!Miller.! 1986.! “Optic=Nerve!Degeneration! in! Alzheimer’s! Disease.”! The&New&
England&journal&of&medicine!315(8):!485–87.!!











                                                                                                                                            Bibliographie 
! 292!
Howitz,!Konrad!T,!Kevin!J!Bitterman,!Haim!Y!Cohen,!Dudley!W!Lamming,!Siva!Lavu,!Jason!G!Wood,!Robert!E!Zipkin,!Phuong!









Huang,! X! J,! C! X! Song,! C! Q! Zhong,! and! F! S!Wang.! 2012.! “Research! Progress! in! the! Radioprotective! Effect! of! Superoxide!
Dismutase.”!Drug&discoveries&&&therapeutics!6(4):!169–77.!!
Huber,! Nina,! Sofia! Guimaraes,! Michael! Schrader,! Ueli! Suter,! and! Axel! Niemann.! 2013.! “Charcot=Marie=Tooth! Disease=
Associated!Mutants!of!GDAP1!Dissociate! Its!Roles! in!Peroxisomal!and!Mitochondrial!Fission.”!EMBO&reports!14(6):!
545–52.!!
Hudson,! G,! P! Amati=Bonneau,! E! L! Blakely,! J! D! Stewart,! L! He,! A!M! Schaefer,! P! G! Griffiths,! K! Ahlqvist,! A! Suomalainen,! P!
Reynier,!R!McFarland,!D!M!Turnbull,!P!F!Chinnery,!and!R!W!Taylor.!2008.!“Mutation!of!OPA1!Causes!Dominant!Optic!
Atrophy! with! External! Ophthalmoplegia,! Ataxia,! Deafness! and! Multiple! Mitochondrial! DNA! Deletions:! A! Novel!
Disorder!of!mtDNA!Maintenance.”!Brain!131(Pt!2):!329–37.!!
Hudson,! Gavin,! Patrizia! Amati=Bonneau,! Emma! L! Blakely,! Joanna! D! Stewart,! Langping! He,! Andrew!M! Schaefer,! Philip! G!
Griffiths,!Kati!Ahlqvist,!Anu!Suomalainen,!Pascal!Reynier,!Robert!McFarland,!Douglass!M!Turnbull,!Patrick!F!Chinnery,!










Hutny,! J,! and! J! E! Wilson.! 2000.! “Further! Studies! on! the! Role! of! Phospholipids! in! Determining! the! Characteristics! of!
Mitochondrial!Binding!Sites!for!Type!I!Hexokinase.”!Acta&biochimica&Polonica!47(4):!1045–60.!!
Ibi,!Masakazu,!Masato!Katsuyama,!ChunYuan!Fan,!Kazumi! Iwata,! Toru!Nishinaka,! Takahiko!Yokoyama,! and!Chihiro!Yabe=
Nishimura.! 2006.! “NOX1/NADPH!Oxidase!Negatively! Regulates!Nerve!Growth! Factor=Induced!Neurite!Outgrowth.”!
Free&radical&biology&&&medicine!40(10):!1785–95.!!
Imamura,!Hiromi,!Kim!P!Huynh!Nhat,!Hiroko!Togawa,!Kenta!Saito,!Ryota!Iino,!Yasuyuki!Kato=Yamada,!Takeharu!Nagai,!and!
Hiroyuki! Noji.! 2009.! “Visualization! of! ATP! Levels! inside! Single! Living! Cells! with! Fluorescence! Resonance! Energy!




Ishihara,! Naotada,!Masatoshi! Nomura,! Akihiro! Jofuku,! Hiroki! Kato,! Satoshi! O! Suzuki,! Keiji! Masuda,! Hidenori! Otera,! Yae!
Nakanishi,!Ikuya!Nonaka,!Yu=Ichi!Goto,!Naoko!Taguchi,!Hidetaka!Morinaga,!Maki!Maeda,!Ryoichi!Takayanagi,!Sadaki!
Yokota,! and!Katsuyoshi!Mihara.! 2009.! “Mitochondrial! Fission! Factor!Drp1! Is! Essential! for! Embryonic!Development!
and!Synapse!Formation!in!Mice.”!Nature&cell&biology!11(8):!958–66.!!
Itoh,!K,! T!Chiba,! S! Takahashi,! T! Ishii,! K! Igarashi,! Y!Katoh,! T!Oyake,!N!Hayashi,! K! Satoh,! I!Hatayama,!M!Yamamoto,! and!Y!
Nabeshima.!1997.! “An!Nrf2/small!Maf!Heterodimer!Mediates! the! Induction!of!Phase! II!Detoxifying!Enzyme!Genes!
through!Antioxidant!Response!Elements.”!Biochemical&and&biophysical&research&communications!236(2):!313–22.!!
Itoh,!K,!N!Wakabayashi,!Y!Katoh,!T!Ishii,!K!Igarashi,!J!D!Engel,!and!M!Yamamoto.!1999.!“Keap1!Represses!Nuclear!Activation!
of! Antioxidant! Responsive! Elements! by! Nrf2! through! Binding! to! the! Amino=Terminal! Neh2! Domain.”! Genes& &&
development!13(1):!76–86.!!












Jefferies,! John! L.! 2013.! “Barth! Syndrome.”! American& journal& of& medical& genetics.& Part& C,& Seminars& in& medical& genetics!
163C(3):!198–205.!!
Jeong,!Sun=Oh,!Gi=Su!Oh,!Hun=Yong!Ha,!Bon!Soon!Koo,!Hak!Sung!Kim,!Youn=Chul!Kim,!Eun=Cheol!Kim,!Kang=Min!Lee,!Hun=
Taeg! Chung,! and! Hyun=Ock! Pae.! 2009.! “Dimethoxycurcumin,! a! Synthetic! Curcumin! Analogue,! Induces! Heme!







Jones,! B!A,! and!W! L! Fangman.! 1992.! “Mitochondrial! DNA!Maintenance! in! Yeast! Requires! a! Protein! Containing! a! Region!
Related!to!the!GTP=Binding!Domain!of!Dynamin.”!Genes&&&Dev.!6(3):!380–89.!!
Ju,! Won=Kyu,! Keun=Young! Kim,! Karen! X! Duong=Polk,! James! D! Lindsey,! Mark! H! Ellisman,! and! Robert! N! Weinreb.! 2010.!
“Increased! Optic! Atrophy! Type! 1! Expression! Protects! Retinal! Ganglion! Cells! in! a! Mouse! Model! of! Glaucoma.”!
Molecular&vision!16(July):!1331–42.!!
Kagan,!V!E,! Y! Y!Tyurina,!H!Bayir,! C!T!Chu,!A!A!Kapralov,! I! I!Vlasova,!N!A!Belikova,!V!A!Tyurin,!A!Amoscato,!M!Epperly,! J!
Greenberger,! S! Dekosky,! A! A! Shvedova,! and! J! Jiang.! 2006.! “The! ‘pro=Apoptotic! Genies’! Get! out! of!Mitochondria:!
Oxidative! Lipidomics! and! Redox! Activity! of! Cytochrome! C/cardiolipin! Complexes.”! ChemicoZbiological& interactions!
163(1=2):!15–28.!!
Kamei,! Satomi,!Murielle!Chen=Kuo=Chang,! Chantal! Cazevieille,!Guy! Lenaers,!Aurélien!Olichon,! Pascale!Bélenguer,!Gautier!
Roussignol,!Nicole!Renard,!Michel!Eybalin,!Adeline!Michelin,!Cécile!Delettre,!Philippe!Brabet,!and!Christian!P!Hamel.!
2005.! “Expression! of! the! Opa1! Mitochondrial! Protein! in! Retinal! Ganglion! Cells:! Its! Downregulation! Causes!
Aggregation!of!the!Mitochondrial!Network.”!Investigative&ophthalmology&&&visual&science!46(11):!4288–94.!!
Kanazawa,!Takayuki,!Mauro!D!Zappaterra,!Ayako!Hasegawa,!Ashley!P!Wright,!Erin!D!Newman=Smith,!Karolyn!F!Buttle,!Kent!










Karbowski,! Mariusz,! Seon=Yong! Jeong,! and! Richard! J! Youle.! 2004.! “Endophilin! B1! Is! Required! for! the! Maintenance! of!
Mitochondrial!Morphology.”!The&Journal&of&cell&biology!166(7):!1027–39.!!
Karbowski,! Mariusz,! Yang=Ja! Lee,! Brigitte! Gaume,! Seon=Yong! Jeong,! Stephan! Frank,! Amotz! Nechushtan,! Ansgar! Santel,!
Margaret! Fuller,! Carolyn! L! Smith,! and! Richard! J! Youle.! 2002.! “Spatial! and! Temporal! Association! of! Bax! with!
Mitochondrial!Fission!Sites,!Drp1,!and!Mfn2!during!Apoptosis.”!The&Journal&of&cell&biology!159(6):!931–38.!!
Karbowski,! Mariusz,! Albert! Neutzner,! and! Richard! J! Youle.! 2007.! “The! Mitochondrial! E3! Ubiquitin! Ligase! MARCH5! Is!
Required!for!Drp1!Dependent!Mitochondrial!Division.”!The&Journal&of&cell&biology!178(1):!71–84.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 294!
Kaufman,! Randal! J,! and! Jyoti! D! Malhotra.! 2014.! “Calcium! Trafficking! Integrates! Endoplasmic! Reticulum! Function! with!
Mitochondrial!Bioenergetics.”!Biochimica&et&biophysica&acta.!!
Kawamura,!Michiko,! Hidenori! Inaoka,! Shuichi! Obata,! and! Yoshiteru! Harada.! 2014.! “Why! Do! a!Wide! Variety! of! Animals!
Retain!Multiple!Isoforms!of!Cyclooxygenase?”!Prostaglandins&&&other&lipid&mediators.!!
Kayo,!T,!D!B!Allison,!R!Weindruch,!and!T!A!Prolla.!2001.!“Influences!of!Aging!and!Caloric!Restriction!on!the!Transcriptional!









Khan,!Mohd!Moshahid,! Ajmal! Ahmad,! Tauheed! Ishrat,!M! Badruzzaman! Khan,!Md! Nasrul! Hoda,! Gulrana! Khuwaja,! Syed!
Shadab! Raza,! Andleeb! Khan,! Hayate! Javed,! Kumar! Vaibhav,! and! Fakhrul! Islam.! 2010.! “Resveratrol! Attenuates! 6=
Hydroxydopamine=Induced!Oxidative!Damage!and!Dopamine!Depletion!in!Rat!Model!of!Parkinson’s!Disease.”!Brain&
research!1328:!139–51.!!
Kilinc,! Devrim,! Jean=Michel! Peyrin,! Vanessa! Soubeyre,! Sébastien! Magnifico,! Laure! Saias,! Jean=Louis! Viovy,! and! Bernard!
Brugg.! 2010.! “Wallerian=Like! Degeneration! of! Central! Neurons! After! Synchronized! and! Geometrically! Registered!
Mass!Axotomy!in!a!Three=Compartmental!Microfluidic!Chip.”!Neurotoxicity&Research!19(1):!149–61.!!
Kim,! Insil,! Sara!Rodriguez=Enriquez,! and! John! J! Lemasters.! 2007.! “Selective!Degradation!of!Mitochondria!by!Mitophagy.”!
Archives&of&biochemistry&and&biophysics!462(2):!245–53.!!
Kim,! J! Y,! J=M! Hwang,! H! S! Ko,! M=W! Seong,! B=J! Park,! and! S! S! Park.! 2005.! “Mitochondrial! DNA! Content! Is! Decreased! in!
Autosomal! Dominant! Optic! Atrophy.”! Neurology! 64(6):! 966–72.! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15781809!
(May!25,!2014).!
Kim,! Ki!Mo,!Hyun=Ock! Pae,!Min! Zheng,! Raekil! Park,! Young=Myeong!Kim,! and!Hun=Taeg!Chung.! 2007.! “Carbon!Monoxide!
Induces! Heme! Oxygenase=1! via! Activation! of! Protein! Kinase! R=like! Endoplasmic! Reticulum! Kinase! and! Inhibits!
Endothelial!Cell!Apoptosis!Triggered!by!Endoplasmic!Reticulum!Stress.”!Circulation&research!101(9):!919–27.!!
Kirkwood,!Thomas!B!L.!2005.!“Understanding!the!Odd!Science!of!Aging.”!Cell!120(4):!437–47.!!
Kirkwood,! Thomas!B! L,! and!Daryl! P! Shanley.! 2005.! “Food!Restriction,! Evolution!and!Ageing.”!Mechanisms&of& ageing&and&
development!126(9):!1011–16.!!
Kjer,! B.! 1959.! “Infantile! Optic! Atrophy! with! Dominant!Mode! of! Inheritance :! A! Clinical! and! Genetic! Study! of! 19! Danish!
Families.”!Acta&ophtalmol.&Scand.!37(54):!1–146.!
Kleikers,!Pamela!W!M,!K!Wingler,!J!J!R!Hermans,!I!Diebold,!S!Altenhöfer,!K!A!Radermacher,!B!Janssen,!A!Görlach,!and!H!H!H!
W!Schmidt.!2012.! “NADPH!Oxidases!as!a!Source!of!Oxidative!Stress!and!Molecular!Target! in! Ischemia/reperfusion!
Injury.”!Journal&of&molecular&medicine&(Berlin,&Germany)!90(12):!1391–1406.!!
Klepinin,!Aleksandr,!Vladimir!Chekulayev,!Natalja!Timohhina,!Igor!Shevchuk,!Kersti!Tepp,!Andrus!Kaldma,!Andre!Koit,!Valdur!





Kobayashi,! Makoto,! Ken! Itoh,! Takafumi! Suzuki,! Hitoshi! Osanai,! Keizo! Nishikawa,! Yasutake! Katoh,! Yaeko! Takagi,! and!
Masayuki! Yamamoto.! 2002.! “Identification! of! the! Interactive! Interface! and! Phylogenic! Conservation! of! the! Nrf2=
Keap1!System.”!Genes&to&cells :&devoted&to&molecular&&&cellular&mechanisms!7(8):!807–20.!!




                                                                                                                                            Bibliographie 
! 295!
Kokoszka,!J!E,!P!Coskun,!L!A!Esposito,!and!D!C!Wallace.!2001.!“Increased!Mitochondrial!Oxidative!Stress! in!the!Sod2!(+/=)!
Mouse! Results! in! the! Age=Related! Decline! of! Mitochondrial! Function! Culminating! in! Increased! Apoptosis.”!
Proceedings&of&the&National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!98(5):!2278–83.!!
Koo,! Hshi=Chi,! Jonathan!M! Davis,! Yuchi! Li,! Dimitrios! Hatzis,! Harry! Opsimos,! Simcha! Pollack,! Marlene! S! Strayer,! Philip! L!
Ballard,! and! Jeffrey! a! Kazzaz.! 2005.! “Effects! of! Transgene! Expression! of! Superoxide! Dismutase! and! Glutathione!
Peroxidase! on! Pulmonary! Epithelial! Cell! Growth! in! Hyperoxia.”!American& journal& of& physiology.& Lung& cellular& and&
molecular&physiology!288(4):!L718–26.!!
Koopman,!Werner! J! H,! Felix! Distelmaier,! Jan! a!M! Smeitink,! and! Peter! H! G!M!Willems.! 2013.! “OXPHOS!Mutations! and!
Neurodegeneration.”!The&EMBO&journal!32(1):!9–29.!!
Koopman,!Werner!J!H,!Leo!G!J!Nijtmans,!Cindy!E!J!Dieteren,!Peggy!Roestenberg,!Federica!Valsecchi,!Jan!A!M!Smeitink,!and!
Peter! H! G!M!Willems.! 2010.! “Mammalian!Mitochondrial! Complex! I:! Biogenesis,! Regulation,! and! Reactive! Oxygen!
Species!Generation.”!Antioxidants&&&redox&signaling!12(12):!1431–70.!!
Kosaka,! Kunio,! Junsei!Mimura,! Ken! Itoh,! Takumi! Satoh,! Yosuke! Shimojo,! Chieko! Kitajima,! Atsushi!Maruyama,!Masayuki!









Kushibiki,! Toshihiro,! Takeshi! Hirasawa,! Shinpei! Okawa,! and! Miya! Ishihara.! 2013.! “Blue! Laser! Irradiation! Generates!
Intracellular!Reactive!Oxygen!Species!in!Various!Types!of!Cells.”!Photomedicine&and&laser&surgery!31(3):!95–104.!!




Van! der! Laan,! Martin,! Michael! Rissler,! and! Peter! Rehling.! 2006.! “Mitochondrial! Preprotein! Translocases! as! Dynamic!
Molecular!Machines.”!FEMS&yeast&research!6(6):!849–61.!!
Labrousse,! A!M,!M! D! Zappaterra,! D! A! Rube,! and! A!M! van! der! Bliek.! 1999.! “C.! Elegans! Dynamin=Related! Protein! DRP=1!
Controls!Severing!of!the!Mitochondrial!Outer!Membrane.”!Molecular&cell!4(5):!815–26.!!
Lagouge,!Marie,!Carmen!Argmann,!Zachary!Gerhart=Hines,!Hamid!Meziane,!Carles!Lerin,!Frederic!Daussin,!Nadia!Messadeq,!



















                                                                                                                                            Bibliographie 
! 296!
Larrouy,! D,! H! Vidal,! F! Andreelli,! M! Laville,! and! D! Langin.! 1999.! “Cloning! and! mRNA! Tissue! Distribution! of! Human!
PPARgamma! Coactivator=1.”! International& journal& of& obesity& and& related& metabolic& disorders :& journal& of& the&
International&Association&for&the&Study&of&Obesity!23(12):!1327–32.!!
Leary,! Scot! C.! 2012.! “Blue! Native! Polyacrylamide! Gel! Electrophoresis:! A! Powerful! Diagnostic! Tool! for! the! Detection! of!
Assembly!Defects! in! the! Enzyme!Complexes!of!Oxidative!Phosphorylation.”!Methods& in&molecular& biology& (Clifton,&
N.J.)!837:!195–206.!!
Lee,!Seungmin,!Seon=Yong!Jeong,!Won=Chung!Lim,!Sujeong!Kim,!Yong=Yea!Park,!Xuejun!Sun,!Richard!J!Youle,!and!Hyeseong!







Lefebvre=Legendre,! Linnka,! Bénédicte! Salin,! Jacques! Schaëffer,! Daniel! Brèthes,! Alain! Dautant,! Sharon! H! Ackerman,! and!
Jean=Paul! di! Rago.! 2005.! “Failure! to! Assemble! the! Alpha! 3! Beta! 3! Subcomplex! of! the! ATP! Synthase! Leads! to!
Accumulation! of! the! Alpha! and! Beta! Subunits! within! Inclusion! Bodies! and! the! Loss! of! Mitochondrial! Cristae! in!
Saccharomyces!Cerevisiae.”!The&Journal&of&biological&chemistry!280(18):!18386–92.!!
Lefkimmiatis,! Konstantinos,! Daniela! Leronni,! and! Aldebaran! M! Hofer.! 2013.! “The! Inner! and! Outer! Compartments! of!
Mitochondria!Are!Sites!of!Distinct!cAMP/PKA!Signaling!Dynamics.”!The&Journal&of&cell&biology!202(3):!453–62.!!
Lehman,! J! J,! P!M! Barger,! A! Kovacs,! J! E! Saffitz,! D!M!Medeiros,! and! D! P! Kelly.! 2000.! “Peroxisome! Proliferator=Activated!
Receptor! Gamma! Coactivator=1! Promotes! Cardiac! Mitochondrial! Biogenesis.”! The& Journal& of& clinical& investigation!
106(7):!847–56.!!









Li,! L! Y,! X! Luo,! and! X!Wang.! 2001.! “Endonuclease! G! Is! an! Apoptotic! DNase!When! Released! from!Mitochondria.”!Nature!
412(6842):!95–99.!!
Li,! Suk=Yee,! Zhong! Jie! Fu,! and!Amy!C! Y! Lo.! 2012.! “Hypoxia=Induced!Oxidative! Stress! in! Ischemic! Retinopathy.”!Oxidative&
medicine&and&cellular&longevity!2012:!426769.!!
Li,!Y,!T!T!Huang,!E!J!Carlson,!S!Melov,!P!C!Ursell,!J!L!Olson,!L!J!Noble,!M!P!Yoshimura,!C!Berger,!P!H!Chan,!D!C!Wallace,!and!C!J!





Liesa,!Marc,! Bárbara! Borda=d’Agua,! Gema!Medina=Gómez,! Christopher! J! Lelliott,! José! Carlos! Paz,!Manuel! Rojo,!Manuel!








                                                                                                                                            Bibliographie 
! 297!
Liu,! Xingguo,! and! György! Hajnóczky.! 2009.! “Ca2+=Dependent! Regulation! of!Mitochondrial! Dynamics! by! the!Miro=Milton!
Complex.”!The&international&journal&of&biochemistry&&&cell&biology!41(10):!1972–76.!!
Liu,! Ye,! Jiangang! Long,! and! Jiankang! Liu.! 2014.! “Mitochondrial! Free!Radical! Theory!of!Aging:!Who!Moved!My!Premise?”!
Geriatrics&&&gerontology&international.!!
Liu,! Yuanbin,! Gary! Fiskum,! and! David! Schubert.! 2002.! “Generation! of! Reactive! Oxygen! Species! by! the! Mitochondrial!
Electron!Transport!Chain.”!Journal&of&neurochemistry!80(5):!780–87.!!
Liu,!Yutao,!Silke!Schmidt,!Xuejun!Qin,!Jason!Gibson,!Drew!Munro,!Janey!L!Wiggs,!Michael!a!Hauser,!and!R!Rand!Allingham.!
2007.! “No! Association! between! OPA1! Polymorphisms! and! Primary! Open=Angle! Glaucoma! in! Three! Different!
Populations.”!Molecular&vision!13(September):!2137–41.!http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18079692!




Declercq,!R!Beyaert,! and!P!Vandenabeele.! 2001.! “Endonuclease!G:!A!Mitochondrial! Protein!Released! in!Apoptosis!
and!Involved!in!Caspase=Independent!DNA!Degradation.”!Cell&death&and&differentiation!8(12):!1136–42.!!




Lynch,! R! M,! K! E! Fogarty,! and! F! S! Fay.! 1991.! “Modulation! of! Hexokinase! Association! with! Mitochondria! Analyzed! with!
Quantitative!Three=Dimensional!Confocal!Microscopy.”!The&Journal&of&cell&biology!112(3):!385–95.!!
Magnifico,!Sébastien,!Laure!Saias,!Bérangère!Deleglise,!Eric!Duplus,!Devrim!Kilinc,!Marie=Christine!Miquel,!Jean=Louis!Viovy,!
Bernard! Brugg,! and! Jean=Michel! Peyrin.! 2013.! “NAD+! Acts! on! Mitochondrial! SirT3! to! Prevent! Axonal! Caspase!
Activation!and!Axonal!Degeneration.”!FASEB&journal :&official&publication&of&the&Federation&of&American&Societies&for&
Experimental&Biology!27(12):!4712–22.!!
Maher,! Pamela,! Richard! Dargusch,! Laszlo! Bodai,! Paul! E! Gerard,! Judith! M! Purcell,! and! J! Lawrence! Marsh.! 2011.! “ERK!
Activation!by!the!Polyphenols!Fisetin!and!Resveratrol!Provides!Neuroprotection!in!Multiple!Models!of!Huntington’s!
Disease.”!Human&molecular&genetics!20(2):!261–70.!!
Mailloux,!Ryan! J,!and!Mary=Ellen!Harper.!2012.! “Mitochondrial!Proticity!and!ROS!Signaling:! Lessons! from!the!Uncoupling!
Proteins.”!Trends&in&endocrinology&and&metabolism:&TEM!23(9):!451–58.!!
Malka,! Florence,! Olwenn! Guillery,! Carmen! Cifuentes=Diaz,! Emmanuelle! Guillou,! Pascale! Belenguer,! Anne! Lombès,! and!
Manuel!Rojo.!2005.!“Separate!Fusion!of!Outer!and!Inner!Mitochondrial!Membranes.”!EMBO&reports!6(9):!853–59.!!
















Martinvalet,!Denis,!Derek!M!Dykxhoorn,!Roger!Ferrini,! and! Judy!Lieberman.!2008.! “Granzyme!A!Cleaves!a!Mitochondrial!
Complex!I!Protein!to!Initiate!Caspase=Independent!Cell!Death.”!Cell!133(4):!681–92.!!
Martiny,! Virginie! Y,! and! Maria! A! Miteva.! 2013.! “Advances! in! Molecular! Modeling! of! Human! Cytochrome! P450!
Polymorphism.”!Journal&of&molecular&biology!425(21):!3978–92.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 298!
Mashima,! Y,! Y! Hiida,! and! Y! Oguchi.! 1992.! “Remission! of! Leber’s! Hereditary! Optic! Neuropathy! with! Idebenone.”! Lancet!
340(8815):!368–69.!!
Mashima,! Y,! K! Kigasawa,!M!Wakakura,! and! Y! Oguchi.! 2000.! “Do! Idebenone! and! Vitamin! Therapy! Shorten! the! Time! to!
Achieve!Visual!Recovery!in!Leber!Hereditary!Optic!Neuropathy?”!Journal&of&neuroZophthalmology :&the&official&journal&
of&the&North&American&NeuroZOphthalmology&Society!20(3):!166–70.!!
Mata,! I! F,!O!A!Ross,! J! Kachergus,!C!Huerta,!R!Ribacoba,!G!Moris,!M!Blazquez,! L!M!Guisasola,!C! Salvador,!C!Martinez,!M!
Farrer,! and! V! Alvarez.! 2006.! “LRRK2!Mutations! Are! a! Common! Cause! of! Parkinson’s! Disease! in! Spain.”! European&
journal&of&neurology :&the&official&journal&of&the&European&Federation&of&Neurological&Societies!13(4):!391–94.!!
Matés,! J!M,! and! F! Sánchez=Jiménez.! 1999.! “Antioxidant! Enzymes! and! Their! Implications! in! Pathophysiologic! Processes.”!
Frontiers&in&bioscience :&a&journal&and&virtual&library!4:!D339–45.!!
Mattson,!Mark!P,!and!Tim!Magnus.!2006.!“Ageing!and!Neuronal!Vulnerability.”!Nature&reviews.&Neuroscience!7(4):!278–94.!!










2006.! “Mitochondrial! Inner=Membrane! Fusion! and! Crista! Maintenance! Requires! the! Dynamin=Related! GTPase!
Mgm1.”!Cell!127(2):!383–95.!














Messerschmitt,! Marlies,! Stefan! Jakobs,! Frank! Vogel,! Stefan! Fritz,! Kai! Stefan! Dimmer,! Walter! Neupert,! and! Benedikt!
Westermann.! 2003.! “The! Inner! Membrane! Protein! Mdm33! Controls! Mitochondrial! Morphology! in! Yeast.”! The&
Journal&of&cell&biology!160(4):!553–64.!!









Misaka,! Takumi,! Tomoyuki! Miyashita,! and! Yoshihiro! Kubo.! 2002.! “Primary! Structure! of! a! Dynamin=Related! Mouse!
Mitochondrial! GTPase! and! Its! Distribution! in! Brain,! Subcellular! Localization,! and! Effect! on! Mitochondrial!
Morphology.”!The&Journal&of&biological&chemistry!277(18):!15834–42.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 299!
Mishra,! Prashant,! Valerio! Carelli,! Giovanni!Manfredi,! and!David!C.! Chan.! 2014.! “Proteolytic! Cleavage! of!Opa1! Stimulates!
Mitochondrial! Inner!Membrane! Fusion! and! Couples! Fusion! to! Oxidative! Phosphorylation.”!Cell&Metabolism! 19(4):!
630–41.!!
Moncada,! Salvador,! and! Juan! P! Bolaños.! 2006.! “Nitric! Oxide,! Cell! Bioenergetics! and! Neurodegeneration.”! Journal& of&
neurochemistry!97(6):!1676–89.!!
Mootha,!Vamsi!K,!Christoph!Handschin,!Dan!Arlow,!Xiaohui!Xie,! Julie!St!Pierre,!Smita!Sihag,!Wenli!Yang,!David!Altshuler,!
Pere! Puigserver,! Nick! Patterson,! Patricia! J!Willy,! Ira! G! Schulman,! Richard! A! Heyman,! Eric! S! Lander,! and! Bruce!M!
Spiegelman.! 2004.! “Erralpha! and! Gabpa/b! Specify! PGC=1alpha=Dependent! Oxidative! Phosphorylation! Gene!
Expression!That!Is!Altered!in!Diabetic!Muscle.”!Proceedings&of&the&National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&
of&America!101(17):!6570–75.!!
Mootha,! Vamsi! K,! Cecilia! M! Lindgren,! Karl=Fredrik! Eriksson,! Aravind! Subramanian,! Smita! Sihag,! Joseph! Lehar,! Pere!





Cristina! Ugalde.! 2012.! “Mitochondrial! Complex! I! Plays! an! Essential! Role! in! Human! Respirasome! Assembly.”! Cell&
metabolism!15(3):!324–35.!!
Müftüoglu,!Meltem,!Bülent!Elibol,!Ozlem!Dalmizrak,!Ayse!Ercan,!Gülnihal!Kulaksiz,!Hamdi!Ogüs,!Turgay!Dalkara,!and!Nazmi!




Murray,! James,! Steven!W! Taylor,! Bing! Zhang,! Soumitra! S! Ghosh,! and! Roderick! A! Capaldi.! 2003.! “Oxidative! Damage! to!
Mitochondrial! Complex! I! due! to! Peroxynitrite:! Identification! of! Reactive! Tyrosines! by! Mass! Spectrometry.”! The&
Journal&of&biological&chemistry!278(39):!37223–30.!!
Muster,!Britta,!Wladislaw!Kohl,!Ilka!Wittig,!Valentina!Strecker,!Friederike!Joos,!Winfried!Haase,!Jürgen!Bereiter=Hahn,!and!






Nakamura,! Nobuhiro,! Yasuo! Kimura,! Masaki! Tokuda,! Shinji! Honda,! and! Shigehisa! Hirose.! 2006.! “MARCH=V! Is! a! Novel!
Mitofusin!2=!and!Drp1=Binding!Protein!Able!to!Change!Mitochondrial!Morphology.”!EMBO&reports!7(10):!1019–22.!!
Nakano,! Masahiro,! Hiromi! Imamura,! Takeharu! Nagai,! and! Hiroyuki! Noji.! 2011.! “Ca2+! Regulation! of! Mitochondrial! ATP!
Synthesis!Visualized!at!the!Single!Cell!Level.”!ACS&chemical&biology!6(7):!709–15.!!
Narendra,! Derek,! Atsushi! Tanaka,! Der=Fen! Suen,! and! Richard! J! Youle.! 2008.! “Parkin! Is! Recruited! Selectively! to! Impaired!
Mitochondria!and!Promotes!Their!Autophagy.”!The&Journal&of&cell&biology!183(5):!795–803.!!
Navarro,! Ana,! and!Alberto! Boveris.! “Mitochondrial!Nitric!Oxide! Synthase,!Mitochondrial! Brain!Dysfunction! in! Aging,! and!
Mitochondria=Targeted!Antioxidants.”!Advanced&drug&delivery&reviews!60(13=14):!1534–44.!!
Navarro=Yepes,! Juliana,! Michaela! Burns,! Annadurai! Anandhan,! Oleh! Khalimonchuk,! Luz! Maria! Del! Razo,! Betzabet!
Quintanilla=Vega,!Aglaia!Pappa,!Mihalis!I!Panayiotidis,!and!Rodrigo!Franco.!2014.!“Oxidative!Stress,!Redox!Signaling,!
and!Autophagy:!Cell!Death!Versus!Survival.”!Antioxidants&&&redox&signaling.!!
Nègre=Salvayre,! A,! C! Hirtz,! G! Carrera,! R! Cazenave,! M! Troly,! R! Salvayre,! L! Pénicaud,! and! L! Casteilla.! 1997.! “A! Role! for!
Uncoupling! Protein=2! as! a! Regulator! of! Mitochondrial! Hydrogen! Peroxide! Generation.”! FASEB& journal :& official&
publication&of&the&Federation&of&American&Societies&for&Experimental&Biology!11(10):!809–15.!!
Neupert,!W.!1997.!“Protein!Import!into!Mitochondria.”!Annu&Rev&Biochem!66:!863–917.!!




                                                                                                                                            Bibliographie 
! 300!
Nguyen,!D,!M!V!Alavi,!K=Y!Kim,!T!Kang,!R!T!Scott,!Y!H!Noh,!J!D!Lindsey,!B!Wissinger,!M!H!Ellisman,!R!N!Weinreb,!G!a!Perkins,!
and! W=K! Ju.! 2011.! “A! New! Vicious! Cycle! Involving! Glutamate! Excitotoxicity,! Oxidative! Stress! and! Mitochondrial!
Dynamics.”!Cell&death&&&disease!2:!e240.!!
Niemann,! Axel,! Marcel! Ruegg,! Veronica! La! Padula,! Angelo! Schenone,! and! Ueli! Suter.! 2005.! “Ganglioside=Induced!
Differentiation! Associated! Protein! 1! Is! a! Regulator! of! the!Mitochondrial! Network:! New! Implications! for! Charcot=
Marie=Tooth!Disease.”!The&Journal&of&cell&biology!170(7):!1067–78.!!
Niescier,! Robert! F,! Karen! T! Chang,! and! Kyung=Tai!Min.! 2013.! “Miro,!MCU,! and! Calcium:! Bridging! Our! Understanding! of!
Mitochondrial!Movement!in!Axons.”!Frontiers&in&cellular&neuroscience!7:!148.!!
Nishikawa,! T,!D!Edelstein,!X! L!Du,! S! Yamagishi,! T!Matsumura,! Y!Kaneda,!M!A!Yorek,!D!Beebe,!P! J!Oates,!H!P!Hammes,! I!
Giardino,! and! M! Brownlee.! 2000.! “Normalizing! Mitochondrial! Superoxide! Production! Blocks! Three! Pathways! of!
Hyperglycaemic!Damage.”!Nature!404(6779):!787–90.!!
Norton,!Matthew,!Andy!Cheuk=Him!Ng,! Stephen!Baird,!Ariane!Dumoulin,! Timothy! Shutt,!Nancy!Mah,!Miguel! a!Andrade=




Nunes=Nesi,! Adriano,! Wagner! L! Araújo,! Toshihiro! Obata,! and! Alisdair! R! Fernie.! 2013.! “Regulation! of! the!Mitochondrial!
Tricarboxylic!Acid!Cycle.”!Current&opinion&in&plant&biology!16(3):!335–43.!!
Olichon,! A,! L! Baricault,! N! Gas,! E! Guillou,! A! Valette,! P! Belenguer,! and! G! Lenaers.! 2003.! “Loss! of! OPA1! Perturbates! the!
Mitochondrial! Inner! Membrane! Structure! and! Integrity,! Leading! to! Cytochrome! c! Release! and! Apoptosis.”! J& Biol&
Chem!278(10):!7743–46.!!
Olichon,!A,!E!Guillou,!C!Delettre,!T!Landes,!L!Arnaune=Pelloquin,!L!J!Emorine,!V!Mils,!M!Daloyau,!C!Hamel,!P!Amati=Bonneau,!
D! Bonneau,! P! Reynier,! G! Lenaers,! and! P! Belenguer.! 2006.! “Mitochondrial! Dynamics! and!Disease,!OPA1.”!Biochim&
Biophys&Acta!1763(5=6):!500–509.!!








“The!Human!Dynamin=Related! Protein!OPA1! Is! Anchored! to! the!Mitochondrial! Inner!Membrane! Facing! the! Inter=
Membrane!Space.”!FEBS&letters!523(1=3):!171–76.!!
Olichon,! Aurélien,! Emmanuelle! Guillou,! Cécile! Delettre,! Thomas! Landes,! Laetitia! Arnauné=Pelloquin,! Laurent! J! Emorine,!
Valérie!Mils,!Marlène!Daloyau,!Christian!Hamel,!Patrizia!Amati=Bonneau,!Dominique!Bonneau,!Pascal!Reynier,!Guy!
Lenaers,! Pascale! Belenguer,! and! L! Arnaune=Pelloquin.! 2006.! “Mitochondrial! Dynamics! and! Disease,! OPA1.”!
Biochimica&et&biophysica&acta!1763(5=6):!500–509.!!
Orr,! Adam! L,! Shihua! Li,! Chuan=En!Wang,! He! Li,! Jianjun!Wang,! Juan! Rong,! Xingshun! Xu,! Pier! Giorgio!Mastroberardino,! J!
Timothy! Greenamyre,! and! Xiao=Jiang! Li.! 2008.! “N=Terminal! Mutant! Huntingtin! Associates! with!Mitochondria! and!
Impairs!Mitochondrial!Trafficking.”!The&Journal&of&neuroscience :& the&official& journal&of& the&Society& for&Neuroscience!
28(11):!2783–92.!!
Otera,! Hidenori,! Naotada! Ishihara,! and! Katsuyoshi! Mihara.! 2013.! “New! Insights! into! the! Function! and! Regulation! of!
Mitochondrial!Fission.”!Biochimica&et&biophysica&acta!1833(5):!1256–68.!!
Otera,! Hidenori,! Chunxin! Wang,! Megan! M! Cleland,! Kiyoko! Setoguchi,! Sadaki! Yokota,! Richard! J! Youle,! and! Katsuyoshi!
Mihara.! 2010.! “Mff! Is! an! Essential! Factor! for!Mitochondrial! Recruitment! of! Drp1! during!Mitochondrial! Fission! in!
Mammalian!Cells.”!The&Journal&of&cell&biology!191(6):!1141–58.!!
Ott,!Christine,!Katharina!Ross,!Sebastian!Straub,!Bernd!Thiede,!Monika!Götz,!Christian!Goosmann,!Markus!Krischke,!Martin!
J! Mueller,! Georg! Krohne,! Thomas! Rudel,! and! Vera! Kozjak=Pavlovic.! 2012.! “Sam50! Functions! in! Mitochondrial!











Pagliarini,!David! J,! and! Jack!E!Dixon.!2006.! “Mitochondrial!Modulation:!Reversible!Phosphorylation!Takes!Center!Stage?”!
Trends&in&biochemical&sciences!31(1):!26–34.!!
Palacino,!James!J,!Dijana!Sagi,!Matthew!S!Goldberg,!Stefan!Krauss,!Claudia!Motz,!Maik!Wacker,!Joachim!Klose,!and!Jie!Shen.!
2004.! “Mitochondrial! Dysfunction! and! Oxidative! Damage! in! Parkin=Deficient! Mice.”! The& Journal& of& biological&
chemistry!279(18):!18614–22.!!




De!Palma,!C,! S! Falcone,! S!Pisoni,! S!Cipolat,! C!Panzeri,! S! Pambianco,!A!Pisconti,! R!Allevi,!M!T!Bassi,!G!Cossu,! T!Pozzan,! S!






Papa,! S,! F! Zanotti,! and! A! Gaballo.! 2000.! “The! Structural! and! Functional! Connection! between! the! Catalytic! and! Proton!
Translocating!Sectors!of! the!Mitochondrial!F1F0=ATP!Synthase.”! Journal&of&bioenergetics&and&biomembranes!32(4):!
401–11.!!










Jean! Finlayson,! C! Ronald! Kahn,! and! Lawrence! J!Mandarino.! 2003.! “Coordinated! Reduction! of! Genes! of! Oxidative!
Metabolism!in!Humans!with!Insulin!Resistance!and!Diabetes:!Potential!Role!of!PGC1!and!NRF1.”!Proceedings&of&the&
National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!100(14):!8466–71.!!
Paumard,! Patrick,! Jacques! Vaillier,! Bénédicte! Coulary,! Jacques! Schaeffer,! Vincent! Soubannier,! David! M! Mueller,! Daniel!
Brèthes,! Jean=Paul! di! Rago,! and! Jean! Velours.! 2002.! “The! ATP! Synthase! Is! Involved! in! Generating! Mitochondrial!
Cristae!Morphology.”!The&EMBO&journal!21(3):!221–30.!!
Pedrola,!Laia,!Antonio!Espert,!Xingyao!Wu,!Reyes!Claramunt,!Michael!E!Shy,!and!Francesc!Palau.!2005.!“GDAP1,!the!Protein!
Causing! Charcot=Marie=Tooth! Disease! Type! 4A,! Is! Expressed! in! Neurons! and! Is! Associated! with! Mitochondria.”!
Human&molecular&genetics!14(8):!1087–94.!!
Pedros,!I,!Petrov,!D,!Allgaier,!M,!Sureda,!F,!Barroso,!E,!Beas=Zarate,!C,!Auldell,!C,!Pallas,!M,!Vazquez=Carrera,!M,!Casadesus!
G,! Folch,! J! and! Caminis,! A.! 2014.! "Early! alterations! in! energy!metabolism! in! the! hippocampus! of! APPSwe/PS1dE9!
mouse!model!of!Alzheimer's!disease".!Biochim&Biophys&Acta!S0925=4439(14)00153=7.!!
Pelloquin,! L,! P! Belenguer,! Y!Menon,! and!B!Ducommun.! 1998.! “Identification!of! a! Fission! Yeast!Dynamin=Related!Protein!
Involved!in!Mitochondrial!DNA!Maintenance.”!Biochem&Biophys&Res&Commun!251(3):!720–26.!!
















Huynh,! Valérie! Nicolas,!Marcel! V! Alavi,! Catherine! Brenner,! Renée! Ventura=Clapier,! Vladimir! Veksler,! and! Frédéric!
Joubert.! 2012.! “Down=Regulation! of! OPA1! Alters! Mouse! Mitochondrial! Morphology,! PTP! Function,! and! Cardiac!
Adaptation!to!Pressure!Overload.”!Cardiovascular&research!94(3):!408–17.!!
Poliquin,!Pierre!O,! Jingkui!Chen,!Mathieu!Cloutier,! Louis=Éric!Trudeau,!and!Mario! Jolicoeur.!2013.! “Metabolomics!and! in=
Silico!Analysis!Reveal!Critical!Energy!Deregulations!in!Animal!Models!of!Parkinson’s!Disease.”!PloS&one!8(7):!e69146.!!




Popov,! Victor,! Nikolai! I!Medvedev,! Heather! A! Davies,! and!Michael! G! Stewart.! 2005.! “Mitochondria! Form! a! Filamentous!
Reticular! Network! in! Hippocampal! Dendrites! but! Are! Present! as! Discrete! Bodies! in! Axons:! A! Three=Dimensional!
Ultrastructural!Study.”!The&Journal&of&comparative&neurology!492(1):!50–65.!!
Porntadavity,! S,! Y! Xu,! K! Kiningham,! V!M! Rangnekar,! V! Prachayasittikul,! V! Prachayasitikul,! and! D! K! St! Clair.! 2001.! “TPA=
Activated! Transcription! of! the! Human!MnSOD!Gene:! Role! of! Transcription! Factors! Sp=1! and! Egr=1.”!DNA& and& cell&
biology!20(8):!473–81.!
Powell,! Brenda! L,! Carmel! Toomes,! Shiela! Scott,! Anna! Yeung,! Nicola! J! Marchbank,! Paul! G! D! Spry,! Rosemary! Lumb,!
Christopher! F! Inglehearn,! and! Amanda! J! Churchill.! 2003.! “Polymorphisms! in! OPA1! Are! Associated! with! Normal!
Tension!Glaucoma.”!Molecular&vision!9:!460–64.!!




Prestera,! T,! P! Talalay,! J! Alam,! Y! I! Ahn,! P! J! Lee,! and! A! M! Choi.! 1995.! “Parallel! Induction! of! Heme! Oxygenase=1! and!
Chemoprotective! Phase! 2! Enzymes! by! Electrophiles! and! Antioxidants:! Regulation! by! Upstream! Antioxidant=
Responsive!Elements!(ARE).”!Molecular&medicine&(Cambridge,&Mass.)!1(7):!827–37.!!




Receptors! Linked! to!Adaptive! Thermogenesis.”!Cell! 92(6):! 829–39.! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9529258!
(May!6,!2014).!
PULLMAN,! M! E,! and! G! C! MONROY.! 1963.! “A! NATURALLY! OCCURRING! INHIBITOR! OF! MITOCHONDRIAL! ADENOSINE!
TRIPHOSPHATASE.”!The&Journal&of&biological&chemistry!238:!3762–69.!!





Qi,! Xiaoping,! Liang! Sun,!William!W! Hauswirth,! Alfred! S! Lewin,! and! John! Guy.! 2007.! “Use! of! Mitochondrial! Antioxidant!
Defenses! for! Rescue! of! Cells! with! a! Leber! Hereditary! Optic! Neuropathy=Causing! Mutation.”! Archives& of&
ophthalmology!125(2):!268–72.!
Quirós,! Pedro! M,! Andrew! J! Ramsay,! David! Sala,! Erika! Fernández=Vizarra,! Francisco! Rodríguez,! Juan! R! Peinado,! Maria!
Soledad! Fernández=García,! José! A! Vega,! José! A! Enríquez,! Antonio! Zorzano,! and! Carlos! López=Otín.! 2012.! “Loss! of!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 303!









Regenold,! W! T,! M! Pratt,! S! Nekkalapu,! P! S! Shapiro,! T! Kristian,! and! G! Fiskum.! 2012.! “Mitochondrial! Detachment! of!
Hexokinase! 1! in! Mood! and! Psychotic! Disorders:! Implications! for! Brain! Energy! Metabolism! and! Neurotrophic!
Signaling.”!Journal&of&psychiatric&research!46(1):!95–104.!!
Renault,! Hugues,! Jean=Etienne! Bassard,! Björn! Hamberger,! and! Danièle! Werck=Reichhart.! 2014.! “Cytochrome! P450=
Mediated!Metabolic!Engineering:!Current!Progress!and!Future!Challenges.”!Current&opinion&in&plant&biology!19C:!27–
34.!!
Reynier,! P,! P! Amati=Bonneau,! C! Verny,! A! Olichon,! G! Simard,! A! Guichet,! C! Bonnemains,! F! Malecaze,! M! C! Malinge,! J! B!
Pelletier,! P! Calvas,! H!Dollfus,! P! Belenguer,! Y!Malthiery,!G! Lenaers,! and!D! Bonneau.! 2004.! “OPA3!Gene!Mutations!
Responsible!for!Autosomal!Dominant!Optic!Atrophy!and!Cataract.”!J&Med&Genet!41(9):!e110.!!
Rhein,! Virginie,! Xiaomin! Song,! Andreas! Wiesner,! Lars! M! Ittner,! Ginette! Baysang,! Fides! Meier,! Laurence! Ozmen,! Horst!
Bluethmann,! Stefan!Dröse,!Ulrich!Brandt,! Egemen!Savaskan,!Christian!Czech,! Jürgen!Götz,! and!Anne!Eckert.! 2009.!
“Amyloid=Beta!and!Tau!Synergistically!Impair!the!Oxidative!Phosphorylation!System!in!Triple!Transgenic!Alzheimer’s!
Disease!Mice.”!Proceedings&of&the&National&Academy&of&Sciences&of&the&United&States&of&America!106(47):!20057–62.!!
Ricci,! Jean=Ehrland,! Cristina! Muñoz=Pinedo,! Patrick! Fitzgerald,! Béatrice! Bailly=Maitre,! Guy! A! Perkins,! Nagendra! Yadava,!
Immo! E! Scheffler,! Mark! H! Ellisman,! and! Douglas! R! Green.! 2004.! “Disruption! of! Mitochondrial! Function! during!















Rojo,! Manuel,! Frédéric! Legros,! Danielle! Chateau,! and! Anne! Lombès.! 2002.! “Membrane! Topology! and! Mitochondrial!
Targeting! of! Mitofusins,! Ubiquitous! Mammalian! Homologs! of! the! Transmembrane! GTPase! Fzo.”! Journal& of& cell&
science!115(Pt!8):!1663–74.!!
Rosano,! Camillo.! 2011.! “Molecular!Model! of! Hexokinase! Binding! to! the!Outer!Mitochondrial!Membrane! Porin! (VDAC1):!
Implication!for!the!Design!of!New!Cancer!Therapies.”!Mitochondrion!11(3):!513–19.!!









                                                                                                                                            Bibliographie 
! 304!
Sadun,!A!A,!and!C!J!Bassi.!1990.!“Optic!Nerve!Damage!in!Alzheimer’s!Disease.”!Ophthalmology!97(1):!9–17.!!















Brabet,! Jean=Luc! Puel,! Christian! P! Hamel,! Pascal! Reynier,! and! Guy! Lenaers.! 2012.! “The! Human! OPA1delTTAG!





















Schapira,!A!H.! 1998.! “Human!Complex! I!Defects! in!Neurodegenerative!Diseases.”!Biochimica& et& biophysica&acta! 1364(2):!
261–70.!
Schapira,!Anthony!H!V.!2012.!“Mitochondrial!Diseases.”!Lancet!379(9828):!1825–34.!!
Schimpf,! Simone,! Simone! Schaich,! and! Bernd!Wissinger.! 2006.! “Activation! of! Cryptic! Splice! Sites! Is! a! Frequent! Splicing!
Defect!Mechanism!Caused!by!Mutations!in!Exon!and!Intron!Sequences!of!the!OPA1!Gene.”!Human&genetics!118(6):!
767–71.!!
Schmidt,! Oliver,! Nikolaus! Pfanner,! and! Chris! Meisinger.! 2010.! “Mitochondrial! Protein! Import:! From! Proteomics! to!
Functional!Mechanisms.”!Nature&reviews.&Molecular&cell&biology!11(9):!655–67.!!




                                                                                                                                            Bibliographie 
! 305!
Scorrano,! Luca,!Mona!Ashiya,!Karolyn!Buttle,! Solly!Weiler,! Scott!A!Oakes,!Carmen!A!Mannella,! and!Stanley! J!Korsmeyer.!























Miller.! 2011.! “Α=Tocotrienol! Quinone! Modulates! Oxidative! Stress! Response! and! the! Biochemistry! of! Aging.”!
Bioorganic&&&medicinal&chemistry&letters!21(12):!3693–98.!!





Silva,! Robert! M,! Chia=Yi! Kuan,! Pasko! Rakic,! and! Robert! E! Burke.! 2005.! “Mixed! Lineage! Kinase=c=Jun! N=Terminal! Kinase!




Smirnova,! E,! L! Griparic,! D! L! Shurland,! and! A! M! van! der! Bliek.! 2001.! “Dynamin=Related! Protein! Drp1! Is! Required! for!
Mitochondrial!Division!in!Mammalian!Cells.”!Molecular&biology&of&the&cell!12(8):!2245–56.!!











Song,! Zhiyin,! Hsiuchen! Chen,! Maja! Fiket,! Christiane! Alexander,! and! David! C! Chan.! 2007.! “OPA1! Processing! Controls!
Mitochondrial! Fusion! and! Is! Regulated! by! mRNA! Splicing,! Membrane! Potential,! and! Yme1L.”! The& Journal& of& cell&
biology!178(5):!749–55.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 306!
Song,! Zhiyin,!Mariam!Ghochani,! J!Michael!McCaffery,! Terrence! G! Frey,! and! David! C! Chan.! 2009.! “Mitofusins! and! OPA1!
Mediate!Sequential!Steps!in!Mitochondrial!Membrane!Fusion.”!Molecular&biology&of&the&cell!20(15):!3525–32.!!
Soriano,!Francesc!X,!Marc!Liesa,!Daniel!Bach,!David!C!Chan,!Manuel!Palacín,!and!Antonio!Zorzano.!2006.!“Evidence! for!a!
Mitochondrial! Regulatory! Pathway! Defined! by! Peroxisome! Proliferator=Activated! Receptor=Gamma! Coactivator=1!
Alpha,!Estrogen=Related!Receptor=Alpha,!and!Mitofusin!2.”!Diabetes!55(6):!1783–91.!!






Toxic!Metals! and!Metalloids! in! Fish==a! Review.”! Environmental& science& and& pollution& research& international! 20(4):!
2133–49.!!
St=Pierre,!Julie,!Stavit!Drori,!Marc!Uldry,!Jessica!M!Silvaggi,!James!Rhee,!Sibylle!Jäger,!Christoph!Handschin,!Kangni!Zheng,!
Jiandie! Lin,!Wenli! Yang,!David! K! Simon,! Robert! Bachoo,! and!Bruce!M!Spiegelman.! 2006.! “Suppression!of! Reactive!
Oxygen!Species!and!Neurodegeneration!by!the!PGC=1!Transcriptional!Coactivators.”!Cell!127(2):!397–408.!!
Stewart,!Daniel,!Erin!Killeen,!Ryan!Naquin,!Safdar!Alam,!and!Jawed!Alam.!2003.!“Degradation!of!Transcription!Factor!Nrf2!
via! the!Ubiquitin=Proteasome!Pathway! and! Stabilization! by! Cadmium.”!The& Journal& of& biological& chemistry! 278(4):!
2396–2402.!!
Stiburek,! L,! H! Hansikova,! M! Tesarova,! L! Cerna,! and! J! Zeman.! 2006.! “Biogenesis! of! Eukaryotic! Cytochrome! c! Oxidase.”!
Physiological&research&/&Academia&Scientiarum&Bohemoslovaca!55!Suppl!2:!S27–41.!!
Storch,! Alexander,! Wolfgang! H! Jost,! Peter! Vieregge,! Jörg! Spiegel,! Wolfgang! Greulich,! Joachim! Durner,! Thomas! Müller,!
Andreas!Kupsch,!Henning!Henningsen,!Wolfgang!H!Oertel,!Gerd!Fuchs,!Wilfried!Kuhn,!Petra!Niklowitz,!Rainer!Koch,!






Susin,! S!A,!H!K! Lorenzo,!N!Zamzami,! I!Marzo,!B!E!Snow,!G!M!Brothers,! J!Mangion,!E! Jacotot,!P!Costantini,!M!Loeffler,!N!





Suzukawa,! K,! K! Miura,! J! Mitsushita,! J! Resau,! K! Hirose,! R! Crystal,! and! T! Kamata.! 2000.! “Nerve! Growth! Factor=Induced!
Neuronal!Differentiation!Requires!Generation!of!Rac1=Regulated!Reactive!Oxygen!Species.”!The&Journal&of&biological&
chemistry!275(18):!13175–78.!!
Swerdlow,!Russell!H.! 2009.! “Mitochondrial!Medicine!and! the!Neurodegenerative!Mitochondriopathies.”!Pharmaceuticals&
(Basel,&Switzerland)!2(3):!150–67.!!
Sykiotis,!Gerasimos!P,! and!Dirk!Bohmann.!2010.! “Stress=Activated!Cap’n'collar!Transcription!Factors! in!Aging!and!Human!
Disease.”!Science&signaling!3(112):!re3.!!
Taguchi,!Naoko,!Naotada!Ishihara,!Akihiro!Jofuku,!Toshihiko!Oka,!and!Katsuyoshi!Mihara.!2007.!“Mitotic!Phosphorylation!of!




Takaya,! Kai,! Takafumi! Suzuki,! Hozumi! Motohashi,! Ko! Onodera,! Susumu! Satomi,! Thomas! W! Kensler,! and! Masayuki!
Yamamoto.!2012.!“Validation!of!the!Multiple!Sensor!Mechanism!of!the!Keap1=Nrf2!System.”!Free&radical&biology&&&
medicine!53(4):!817–27.!!
Tang,! Sha,! Phung! Khanh! Le,! Stephanie! Tse,! Douglas! C!Wallace,! and! Taosheng! Huang.! 2009.! “Heterozygous!Mutation! of!
Opa1! in!Drosophila!Shortens! Lifespan!Mediated! through! Increased!Reactive!Oxygen!Species!Production.”!PloS&one!
4(2):!e4492.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 307!
Taylor,! Cormac! T,! and! Salvador! Moncada.! 2010.! “Nitric! Oxide,! Cytochrome! C! Oxidase,! and! the! Cellular! Response! to!
Hypoxia.”!Arteriosclerosis,&thrombosis,&and&vascular&biology!30(4):!643–47.!!
Tejada=Simon,!Maria!V,!Faridis!Serrano,!Laura!E!Villasana,!Beatriz!I!Kanterewicz,!Gang=Yi!Wu,!Mark!T!Quinn,!and!Eric!Klann.!
2005.! “Synaptic! Localization! of! a! Functional! NADPH!Oxidase! in! the!Mouse! Hippocampus.”!Molecular& and& cellular&
neurosciences!29(1):!97–106.!!
Territo,! P! R,! V! K! Mootha,! S! A! French,! and! R! S! Balaban.! 2000.! “Ca(2+)! Activation! of! Heart! Mitochondrial! Oxidative!
Phosphorylation:!Role!of!the!F(0)/F(1)=ATPase.”!American&journal&of&physiology.&Cell&physiology!278(2):!C423–35.!!
Thayer,! S! A,! and! R! J!Miller.! 1990.! “Regulation! of! the! Intracellular! Free! Calcium! Concentration! in! Single! Rat! Dorsal! Root!
Ganglion!Neurones!in!Vitro.”!The&Journal&of&physiology!425:!85–115.!!
Thimmulappa,!Rajesh!K,!Kim!H!Mai,!Sorachai!Srisuma,!Thomas!W!Kensler,!Masayuki!Yamamoto,!and!Shyam!Biswal.!2002.!
“Identification! of! Nrf2=Regulated! Genes! Induced! by! the! Chemopreventive! Agent! Sulforaphane! by! Oligonucleotide!
Microarray.”!Cancer&research!62(18):!5196–5203.!http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12234984!(May!23,!2014).!
Tokarz,! Paulina,! Kai! Kaarniranta,! and! Janusz! Blasiak.! 2013.! “Role! of! Antioxidant! Enzymes! and! Small! Molecular! Weight!
Antioxidants!in!the!Pathogenesis!of!Age=Related!Macular!Degeneration!(AMD).”!Biogerontology!14(5):!461–82.!!
Tondera,! Daniel,! Frank! Czauderna,! Katharina! Paulick,! Rolf! Schwarzer,! Jörg! Kaufmann,! and! Ansgar! Santel.! 2005.! “The!
Mitochondrial! Protein! MTP18! Contributes! to! Mitochondrial! Fission! in! Mammalian! Cells.”! Journal& of& cell& science!
118(Pt!14):!3049–59.!!
Tondera,! Daniel,! Stéphanie! Grandemange,! Alexis! Jourdain,! Mariusz! Karbowski,! Yves! Mattenberger,! Sébastien! Herzig,!
Sandrine! Da! Cruz,! Pascaline! Clerc,! Ines! Raschke,! Carsten! Merkwirth,! Sarah! Ehses,! Frank! Krause,! David! C! Chan,!












Turrens,! J! F,!A!Alexandre,!and!A!L! Lehninger.!1985.! “Ubisemiquinone! Is! the!Electron!Donor! for!Superoxide!Formation!by!
Complex!III!of!Heart!Mitochondria.”!Archives&of&biochemistry&and&biophysics!237(2):!408–14.!!
Turrens,! J! F,! and! A! Boveris.! 1980.! “Generation! of! Superoxide! Anion! by! the! NADH! Dehydrogenase! of! Bovine! Heart!
Mitochondria.”!The&Biochemical&journal!191(2):!421–27.!!











2009.! “Drp1! Levels! Constitutively! Regulate! Mitochondrial! Dynamics! and! Cell! Survival! in! Cortical! Neurons.”!
Experimental&neurology!218(2):!274–85.!!
Valavanidis,!Athanasios,!Thomais!Vlachogianni,!and!Constantinos!Fiotakis.!2009.!“8=Hydroxy=2’!=Deoxyguanosine!(8=OHdG):!
A! Critical! Biomarker! of!Oxidative! Stress! and!Carcinogenesis.”! Journal& of& environmental& science& and&health.& Part& C,&
Environmental&carcinogenesis&&&ecotoxicology&reviews!27(2):!120–39.!!
                                                                                                                                            Bibliographie 
! 308!
Valente,!Enza!Maria,!Patrick!M!Abou=Sleiman,!Viviana!Caputo,!Miratul!M!K!Muqit,!Kirsten!Harvey,!Suzana!Gispert,!Zeeshan!
Ali,! Domenico! Del! Turco,! Anna! Rita! Bentivoglio,! Daniel! G! Healy,! Alberto! Albanese,! Robert! Nussbaum,! Rafael!
González=Maldonado,!Thomas!Deller,!Sergio!Salvi,!Pietro!Cortelli,!William!P!Gilks,!David!S!Latchman,!Robert!J!Harvey,!
Bruno! Dallapiccola,! Georg! Auburger,! and! Nicholas! W! Wood.! 2004.! “Hereditary! Early=Onset! Parkinson’s! Disease!
Caused!by!Mutations!in!PINK1.”!Science&(New&York,&N.Y.)!304(5674):!1158–60.!!




2011.! “Mitochondrial! Bioenergetics! Is! Defective! in! Presymptomatic! Tg2576! AD!Mice.”! Translational& neuroscience!
2(1).!!




Vehviläinen,! Piia,! Jari! Koistinaho,! and! Goldsteins! Gundars.! 2014.! “Mechanisms! of! Mutant! SOD1! Induced! Mitochondrial!
Toxicity!in!Amyotrophic!Lateral!Sclerosis.”!Frontiers&in&cellular&neuroscience!8:!126.!!











Vonck,! Janet,! and! Eva! Schäfer.! 2009.! “Supramolecular! Organization! of! Protein! Complexes! in! the! Mitochondrial! Inner!
Membrane.”!Biochimica&et&biophysica&acta!1793(1):!117–24.!!





Jack! van! Horssen.! 2008.! “Nrf2=Induced! Antioxidant! Protection:! A! Promising! Target! to! Counteract! ROS=Mediated!
Damage!in!Neurodegenerative!Disease?”!Free&radical&biology&&&medicine!45(10):!1375–83.!!
Wakabayashi,!Junko,!Zhongyan!Zhang,!Nobunao!Wakabayashi,!Yasushi!Tamura,!Masahiro!Fukaya,!Thomas!W!Kensler,!Miho!




Zhou,! and! Quan! Chen.! 2011.! “Parkin! Ubiquitinates! Drp1! for! Proteasome=Dependent! Degradation:! Implication! of!
Dysregulated!Mitochondrial!Dynamics!in!Parkinson!Disease.”!The&Journal&of&biological&chemistry!286(13):!11649–58.!!
Wang,! L.! 2003.! “Varicosities! of! Intraretinal! Ganglion! Cell! Axons! in! Human! and! Nonhuman! Primates.”! Investigative&
Ophthalmology&&&Visual&Science!44(1):!2–9.!!




                                                                                                                                            Bibliographie 
! 309!
Wasiak,! Sylwia,! Rodolfo! Zunino,! and! Heidi! M! McBride.! 2007.! “Bax/Bak! Promote! Sumoylation! of! DRP1! and! Its! Stable!
Association!with!Mitochondria!during!Apoptotic!Cell!Death.”!The&Journal&of&cell&biology!177(3):!439–50.!!
Waterham,!Hans!R,!Janet!Koster,!Carlo!W!T!van!Roermund,!Petra!A!W!Mooyer,!Ronald!J!A!Wanders,!and!James!V!Leonard.!
2007.! “A! Lethal! Defect! of!Mitochondrial! and! Peroxisomal! Fission.”!The&New& England& journal& of&medicine! 356(17):!
1736–41.!
Watt,!Ian!N,!Martin!G!Montgomery,!Michael!J!Runswick,!Andrew!G!W!Leslie,!and!John!E!Walker.!2010.!“Bioenergetic!Cost!of!
Making! an! Adenosine! Triphosphate! Molecule! in! Animal! Mitochondria.”! Proceedings& of& the& National& Academy& of&
Sciences&of&the&United&States&of&America!107(39):!16823–27.!!
Wei,!T,!C!Chen,! J!Hou,!W!Xin,!and!A!Mori.!2000.!“Nitric!Oxide! Induces!Oxidative!Stress!and!Apoptosis! in!Neuronal!Cells.”!
Biochimica&et&biophysica&acta!1498(1):!72–79.!!
Wenz,!Tina,!Francisca!Diaz,!Bruce!M!Spiegelman,!and!Carlos!T!Moraes.!2008.!“Activation!of!the!PPAR/PGC=1alpha!Pathway!
Prevents! a! Bioenergetic! Deficit! and! Effectively! Improves! a!Mitochondrial!Myopathy! Phenotype.”! Cell& metabolism!
8(3):!249–56.!!










Wolter,! K! G,! Y! T! Hsu,! C! L! Smith,! A! Nechushtan,! X! G! Xi,! and! R! J! Youle.! 1997.! “Movement! of! Bax! from! the! Cytosol! to!
Mitochondria!during!Apoptosis.”!The&Journal&of&cell&biology!139(5):!1281–92.!!
Wong,! Edith!D,! Jennifer!A!Wagner,! Sidney!V! Scott,! Voytek!Okreglak,! Timothy! J!Holewinske,!Ann!Cassidy=Stone,! and! Jodi!
Nunnari.! 2003.! “The! Intramitochondrial! Dynamin=Related! GTPase,!Mgm1p,! Is! a! Component! of! a! Protein! Complex!
That!Mediates!Mitochondrial!Fusion.”!The&Journal&of&cell&biology!160(3):!303–11.!!
Wu,! Z,! P! Puigserver,! U! Andersson,! C! Zhang,! G! Adelmant,! V!Mootha,! A! Troy,! S! Cinti,! B! Lowell,! R! C! Scarpulla,! and! B!M!
Spiegelman.! 1999.! “Mechanisms! Controlling! Mitochondrial! Biogenesis! and! Respiration! through! the! Thermogenic!
Coactivator!PGC=1.”!Cell!98(1):!115–24.!!






Tao!Wang.! 2012.! “Mitochondrial! Complex! I! Inhibitor! Rotenone=Induced! Toxicity! and! Its! Potential! Mechanisms! in!
Parkinson’s!Disease!Models.”!Critical&reviews&in&toxicology!42(7):!613–32.!!
Yadava,!N,!P!Potluri,!and!I!E!Scheffler.!2008.!“Investigations!of!the!Potential!Effects!of!Phosphorylation!of!the!MWFE!and!
ESSS!Subunits!on!Complex! I!Activity!and!Assembly.”!The& international& journal&of&biochemistry&&&cell&biology! 40(3):!
447–60.!










                                                                                                                                            Bibliographie 
! 310!
Yao,! Jia,! and! Roberta! Diaz! Brinton.! 2012.! 64! Advances! in! pharmacology! (San! Diego,! Calif.)! Estrogen& Regulation& of&
Mitochondrial&Bioenergetics:&Implications&for&Prevention&of&Alzheimer’s&Disease.!Elsevier!Inc.!!
Yao,! Wenliang,! Xiaodong! Jiao,! J! Fielding! Hejtmancik,! M! Cristina! Leske,! Anselm! Hennis,! and! Barbara! Nemesure.! 2006.!
“Evaluation! of! the! Association! between! OPA1! Polymorphisms! and! Primary! Open=Angle! Glaucoma! in! Barbados!
Families.”!Molecular&vision!12:!649–54.!

















Zanna,!Claudia,!Anna!Ghelli,!Anna!Maria!Porcelli,!Mariusz!Karbowski,! Richard! J! Youle,! Simone!Schimpf,!Bernd!Wissinger,!
Marcello! Pinti,! Andrea! Cossarizza,! Sara! Vidoni,! Maria! Lucia! Valentino,! Michela! Rugolo,! and! Valerio! Carelli.! 2008.!
“OPA1! Mutations! Associated! with! Dominant! Optic! Atrophy! Impair! Oxidative! Phosphorylation! and! Mitochondrial!
Fusion.”!Brain :&a&journal&of&neurology!131(Pt!2):!352–67.!!
Zatloukal,! Bernhard,! Iris! Kufferath,! Andrea! Thueringer,! Ulf! Landegren,! Kurt! Zatloukal,! and! Johannes! Haybaeck.! 2014.!
“Sensitivity!and!Specificity!of!In!Situ!Proximity!Ligation!for!Protein!Interaction!Analysis!in!a!Model!of!Steatohepatitis!
with!Mallory=Denk!Bodies.”!PloS&one!9(5):!e96690.!!












Brian!M! Polster,! Susan!M! Aja,!Mikhail! V! Pletnikov,! Thomas!W! Kensler,! Orian! S! Shirihai,!Miho! Iijima,!Mehboob! a!







Zhao,! Xiangxuan,! Changhai! Tian,!William!M! Puszyk,! Olorunseun! O! Ogunwobi,!Mengde! Cao,! Ton!Wang,! Roniel! Cabrera,!
David! R! Nelson,! and! Chen! Liu.! 2013.! “OPA1! Downregulation! Is! Involved! in! Sorafenib=Induced! Apoptosis! in!
Hepatocellular!Carcinoma.”!Laboratory&investigation;&a&journal&of&technical&methods&and&pathology!93(1):!8–19.!!






























major! pathogenic! mechanism! of! DOA.! OPA1! is! a! dynamin! anchored! to! the! inner! mitochondrial!
membrane!and! involved! in!mitochondrial!dynamics,!and!also!has!an!anti=apoptotic! function.!Some!
reports!using!cellular!or!invertebrate!models!of!DOA!suggest!a!role!of!OPA1!in!oxidative!metabolism,!
but!they!still!remain!controversial!and!the!precise!mechanistic! involved!in!DOA!pathogenesis! is!still!
unknown.! To! characterize! the! molecular! and! cellular! consequences! of! OPA1! loss! of! function!





activity! of! the! mitochondrial! respiratory! chain! proteins! is! decreased,! as! well! as! the! activity! of!
aconitase,!which! is! sensitive! to! intra=mitochondrial! Reactive!Oxygen! Species! (ROS),! indicating! that!
the! cellular! oxidative!metabolism! is! disturbed.! To! evaluate! the! cellular! antioxidant! responses,! we!
focused!on! the!major!detoxification!pathway!centered!on! the!NRF2! transcription! factor,!which!we!
found!active!in!both!OPA1!down=regulated!cellular!models.!Furthermore,!some!NRF2!target!proteins!
quantity!and/or!activity!are!increased,!such!as!superoxide!dismutase!1!and!2!(SOD1,!2),!catalase!and!
GSTP1.!Thus,!down=regulation!of!OPA1! induced!a!deregulation!of! redox!homeostasis:! cells!are! in!a!
pro=oxidative! state.! Moreover,! upon! application! of! an! acute! exogenous! oxidative! stress,! OPA1=
depleted!neurons!do!not!show!any!increase!of!their!antioxidant!defenses!and!die!earlier!than!control!




aconitase! activity! drastic! decrease.! Thus,! like! the! cellular!models,!OPA1+/=!mice! appear! to! be! in! a!
disturbed!redox!state.!
! Since! the! redox! homeostasis! deregulations! observed! in! cellular! and! animal! models! could!
explain!DOA!pathogenesis,!we! determined! if! these! disturbances!were! found! in! patients’! cells.!We!
evaluated!antioxidant!enzymes!quantities!in!skin!fibroblasts!of!DOA!patients!and!found!cases!of!very!
low! defenses,! for! instance! of! superoxide! dismutase,! a! key! ROS! detoxifying! enzyme.! Thus,! these!
patients!may!be!more!sensitive!to!exogenous!stress!such!as!UV!or!hypoxia,!which!can!be!aggravating!
factors!of!the!disease!and!could!lead!to!accelerated!RGC!loss.!
















L’Atrophie!Optique!Dominante! de! type! 1! (ADOA=1)! est! une! rétinopathie! héréditaire! qui! se!
traduit!par!une!dégénérescence!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!suivie!d’une!atrophie!du!nerf!
optique.! L’ADOA=1! est! caractérisée! par! une! diminution! de! l'acuité! visuelle,! pouvant! entraîner! la!
cécité! et! reste! à! l’heure! actuelle! sans! recours! thérapeutique.! Une! forme! syndromique! nommée!
«!ADOA=1!plus!»!touche!environ!20%!des!patients!et!se!traduit!par!des!atteintes!extra=oculaires!de!
type! ataxie! ou! surdité.! Des! mutations! du! gène! codant! la! protéine! mitochondriale! OPA1! ont! été!
décrites!comme!responsables!de!l’ADOA=1!et!aboutissent!dans!la!majorité!des!cas!à!un!phénomène!
d’haploinsuffisance.!De!nombreuses!études!ont!montré!que!la!dynamine!OPA1!est!impliquée!dans!la!
fusion! des!membranes! internes!mitochondriales! et! possède! un! rôle! anti=apoptotique.! Des! travaux!
menés! sur! des! modèles! cellulaires! ou! invertébrés! de! l’ADOA=1! suggèrent! une! implication! de! la!
dynamine! dans! le! métabolisme! oxydatif! mitochondrial! mais! ces! données! restent! toutefois!
controversées! et! les! mécanismes! moléculaires! sous=jacents! inconnus.! C’est! pourquoi! nous! avons!
analysé! l’homéostasie! redox!de! la! cellule!en!étudiant! l’état!du!métabolisme!oxydatif! et! la!mise!en!
place! des! défenses! antioxydantes.! Parallèlement,! nous! avons! identifié! l’environnement! protéique!
d’OPA1,!par!une!approche!de!protéomique,!afin!de!préciser!les!mécanismes!moléculaires!impliqués!
notamment!dans!les!fonctions!identifiées!de!la!dynamine.!
! Des! cellules! humaines! (HeLa)! et! des! neurones! corticaux! (rat)! en! culture! primaire! ont! été!
traités! par! une! stratégie! d’interférence!ARN!pour! diminuer! l’expression! d’OPA1! et! ainsi!mimer! un!
phénomène! d’haploinsuffisance.! Dans! ces! deux! modèles,! la! quantité! et! l’activité! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale!sont!diminuées!ainsi!que! l’activité!de! l’aconitase,! (une!enzyme!sensible!
aux!taux!d’Espèces!Actives!de!l’Oxygène!(EAOs)!intra=mitochondriaux)!suggérant!que!le!métabolisme!
oxydatif! des! cellules! est! perturbé.! La! réponse! antioxydante! a! été!mesurée!par! l’analyse!d’une!des!















partenaires! (dans! 3! réplicats! biologiques),! dont! une! enzyme! du! métabolisme! oxydatif,! appuyant!
l’implication!d’OPA1!dans!la!régulation!de!l’état!redox.!
! Ces!résultats!ouvrent!donc!de!nouvelles!pistes!pour!la!compréhension!de!la!pathogenèse!de!
l’ADOA=1! et! permettraient! de! proposer! des! perspectives! thérapeutiques! à! court! terme,! comme!
l’utilisation! de! molécules! antioxydantes,! pour! prévenir! ou! retarder! l’atrophie! optique! et/ou! les!
syndromes!extra=oculaires!des!patients.!
!
Mots&clés&:&mitochondrie,&métabolisme&oxydatif,&défenses&antioxydantes,&OPA1,&état&redox,&Atrophie&
Optique&Dominante&de&type&1&(ADOAZ1).&
